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RESUMO

0 hormonio gonadotrofina coridnica humana (hCG) e suas fragdes (a e 3) a anos sao
alvos de estudos como biomarcadores de anomalias na gravidez. Dentro desse
contexto, pesquisadores coreanos desenvolveram o Inexscreen©, um teste urinario
comercial que utiliza essas fracdes para detectar anormalidades ja no primeiro
trimestre da gravidez. Segundo o fabricante, o diagnostico é rapido e confiavel em
detectar uma possivel gravidez ectdpica ou abortamento, e isso seria de grande valia
ao médico nos atendimentos de emergéncias ginecolégicas, gerando assim uma
grande economia ao sistema tnico de satde e um diagnéstico mais rapido, evitando
possiveis complicagdes a gestante. Nosso estudo de coorte observacional
prospectiva foi realizado em mulheres com uma gravidez confirmada no primeiro
trimestre, (idade gestacional <12 semanas). A viabilidade da gravidez e o teste de
localizagao foram confirmados por ultrassom e/ou laparoscopia como padrao ouro.
Foram aplicados o teste em 815 pacientes elegiveis para o estudo, 12 excluidos por
ndo terem uma gravidez confirmada ou foram perdidos no seguimento. Assim, um
total de 803 pacientes foram submetidos ao teste e acompanhamento completo. A
probabilidade de pré-prova de uma gravidez anormal foi de 44% (9% para gravidez
ectopica e 35% para aborto espontaneo). O teste apresentou os seguintes
parametros para identificar uma gravidez anormal no primeiro trimestre
(sensibilidade, 13%; intervalo de confianga de 95% [IC], 10-17; especificidade, 82%);
IC 95%; 78-86; valor preditivo positivo; 36 IC 95%, 28-46, valor preditivo negativo,
54; 1C 95%, 50-58; precisdo, 47%, razao de verossimilhanca positiva, 0,74; IC 95%;

0,53-1,03; razdo de verossimilhanca negativa, 1,06; 95% CI; CI, 1-1.12). A



reprodutibilidade do teste em nosso estudo foi alta (indice kappa entre leitores,
0,89; IC 95%, 0,77-1). Como conclusao os resultados apresentados em nosso
trabalho (Em uma emergéncia), ndo foram possiveis para validar se o teste
comercial é adequado para detectar ou excluir uma gravidez anormal no primeiro

trimestre.

PALAVRAS-CHAVE: inexscreen; gravidez anormal; primeiro trimestre; gravidez;

teste de triagem; sensibilidade; especificidade.
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ABSTRACT

The hormone Beta hCG hormone and its fractions to years are targets of studies as
a biomarker of abnormalities in pregnancy. Created from Korean researchers,
Inexscreen®©, a commercial urine test, uses these fractions to detect these
abnormalities and according to the manufacturer, the diagnosis is quick and reliable
in predicting a possible ectopic pregnancy or miscarriage. This would be of great
value to the doctor of gynecological emergencies, thus generating great savings to
the single health system, and a faster diagnosis, avoiding possible complications to
the pregnant woman. Our prospective observational cohort study was performed in
women with a confirmed pregnancy in the first trimester, (gestational age <12
weeks). The viability of pregnancy and the localization test were confirmed by
ultrasound and / or laparoscopy as gold standard. The test was applied to 815
patients eligible for the study, 12 excluded because they did not have a confirmed
pregnancy (n = 6) or were lost at follow-up (n = 6). A total of 803 patients underwent
the test and complete follow-up. The pretest probability of an abnormal pregnancy
was 44% (9% for ectopic pregnancy and 35% for miscarriage). The test had the
following parameters to identify an abnormal pregnancy in the first trimester
(sensitivity, 13%, 95% confidence interval [CI], 10-17, specificity, 82%, 95% CI, 78-
86, positive predictive value , 95% CI, 28-46, negative predictive value, 54, 95% CI,
50-58, precision, 47%, positive likelihood ratio, 0.74, 95% CI, 0.53-1.03; negative
likelihood ratio, 1.06, 95% CI, CI, 1-1.12). The reproducibility of the test in our study
was high (kappa index among readers, 0.89, 95% CI, 0.77-1). As a conclusion, the

results presented in our paper (In an emergency) were not possible to validate if the
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commercial test is adequate to detect or exclude an abnormal pregnancy in the first

trimester.

KEY WORDS: inexscreen; abnormal pregnancy; first trimester; pregnancy;

screening test; sensitivity; specificity.
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INTRODUCAO

A gestacdo ectopica (GE) é uma doenca abdominal aguda de grande
relevancia médica, sendo esta, uma das causas de mortes em mulheres gravidas.
Apresenta uma incidencia média de 1 a 2% de todas as gestacdes (1). O termo
gestacdo refere-se ao processo de implantacdo e desenvolvimento de 6vulos
fertilizados, e se o 6vulo fertilizado implantar em sitios além do utero, entao é
chamado de gestacao ectopica (2) (3). Atualmente, a incidéncia de GE tende a ser
maior de ano para ano, e a doenga ndo é especifica no estagio inicial, portanto, o

diagndstico precoce é de grande significado para garantir a vida das pacientes (2).

Uma vez confirmada a gravidez com a fracdo 3 do hormonio gonadotrofina
corionica humana (3-hCG) (4), faz-se necessario identificar a localizagdo e se o
embrido estd vivo. Dentre alguns sintomas que possam identificar uma GE, o
sangramento uterino anormal no primeiro trimestre é um dos achados mais
preocupantes nos atendimentos em emergéncias ginecoldgicas (5). As pacientes que
apresentam diagndstico de sangramento ja no primeiro trimestre, devem ser
imediatamente investigadas com relacdao a uma possivel GE ou abortamento, pois
entre esses dois diagnosticos, a GE é a principal causa de mortalidade materna no

primeiro trimestre da gestacao (6).

As prevaléncias de GE e abortamento sao 1-2% e de 25% respectivamente, e
o diagnostico padrao ouro para a identificacao de uma GE tem por base os exames
de ultrassom e o B-hCG (7), sendo que em muitos casos, o acompanhamento

ultrassonografico e as dosagens seriadas do 3-hCG sdo necessarias e repetidos por
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varias vezes, o que aumenta o niumero de consultas na emergéncia ginecoldgica e os

custos para o sistema de saude.

Pesquisadores buscam constantemente novos biomarcadores afim de
reduzir o tempo de diagndstico de gravidez ectdpica e abortamento, realizando
assim, um diagnostico final e preciso utilizando um método nao invasivo baseado
apenas em dosagens séricas, mas isso ainda continua sendo um desafio clinico (8).

Dentre esses marcadores, estdo as subunidades do hCG (fragmentos de hCG).

Baseando-se em estudos dessas subunidades, uma empresa sul-coreana em
2003 langou no mercado Europeu o Inexscreen® (Humansis, Gyeonggi-do, 431-836,
Coréia do Sul (9) com o intuito de diagnosticar os casos de gravidez ectépica e
abortamento através de um teste rapido em amostras de urina. A presente tese tem
como objetivo abordar os aspectos fisiopatolégicos, os fatores de risco e os
biomarcadores para gravidez ectopica e por fim apresentard uma avaliacdo do teste

Inexscreen®-
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REVISAO DA LITERATURA

GRAVIDEZ ECTOPICA

A implantagdo de embrides é um pré-requisito importante para o
estabelecimento bem-sucedido de uma gravidez, sendo que uma implantagao fora
da cavidade intrauterina e o desenvolvimento de uma GE, continua sendo uma das
principais causas de morbidade materna e ocasionalmente mortalidade durante o
primeiro trimestre (10). Uma melhor compreensao sobre os fatores de riscos da GE
pode ajudar a prevenir a sua ocorréncia que apresenta em média 2% de todas as
gravidezes. Esse percentual é cinco vezes maior do que o registrado nos anos de
1970 (11), e apresenta a histdrias de infec¢des na cirurgia tubaria e o tabagismo
como principais fatores de risco para o desenvolvimento da GE (sem
contracepg¢oes)(12). Mais de 50% dos casos de GE sdo atribuiveis a esses dois
fatores, surtindo um aumento sobre as taxas de GE em programas de prevencdes
meédicas, além desses fatores de risco mais comuns, o uso de dispositivo intrauterino

(DIU) desempenha um papel preocupante também na ocorréncia de GE (10).

15



FISIOPATOLOGIA DA GRAVIDEZ ECTOPICA

Pouco se sabe sobre as razdes pelas quais em algumas gravidezes o implante
dos embrides ocorre dentro da tuba de Falopio, enquanto que a maioria ocorre
dentro da cavidade uterina (7). Na GE ocorre a implantag¢do do blastocisto em locais
onde ndo sera possivel seu desenvolvimento, como por exemplo no colo do utero,
na porc¢ao intersticial da tuba de falépio, no ovario, no abdémen, e também na
cicatriz de cesarianas, essa ultima representando menos de 10% de todas as GE (13).
Estudos tem relacionado a GE a possiveis falhas do mecanismo de transporte
tubario, no mecanismo de contra¢cdo da musculatura ou até mesmo no movimento
ciliar celular, o que levaria a um problema no transporte do embriao (7).
Alternativamente, um aumento da receptividade epitelial tubaria tem sido sugerida
por alguns autores; como resultado, ha um atraso no transporte do embrido nas
tubas, a receptividade endometrial fica prejudicada com o implante ectépico que
ocorre apos o fracasso das interagdes bioldgicas normais entre o endométrio, e as
tubas de Falopio (14). Os diferentes locais de implantacdo da gravidez ect6pica

encontram-se na Figura 1 e 2.
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Normal pregnancy

Uterus

Fallopian tube

=

Fertilized egg
implanted

Fertilized egg
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in the fallopian
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Figura 1: Implantagdo normal do embrido no utero (gravidez normal) e falha na implantacdo do
embrido na trompa de Falépio (http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/ectopic-

pregnancy/multimedia/normal-and-ectopic-pregnancy/img-20006402).

Tubdria
85-97%
Ampular Istmo Intersticial
Mais Segundo mais {Como}
comum comum Raro 2-5%

Intersticial Istmo
(Comna)

Ampular

Ffrpbrla
Muito raro Fimbria
Colo
0.1% Cervical
Figura 2: Locais onde ocorrem falhas na implantagdo do embrido

(https://www.fetalmed.net/gravidez-ectopica/).

17


http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/ectopic-pregnancy/multimedia/normal-and-ectopic-pregnancy/img-20006402
http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/ectopic-pregnancy/multimedia/normal-and-ectopic-pregnancy/img-20006402

FATORES DE RISCO PARA GRAVIDEZ ECTOPICA

Os fatores de risco nos casos de gravidez ectdpica estdo relacionados com a
alteracdao no transporte do 6vulo dentro da tuba de Falopio. Dentre eles estdo,
caracteristicas socio demograficas, infertilidade, uso prévio de certos tipos de
contraceptivos, histéria de infertilidade, tabagismo, alteracdes anatémicas das tubas
uterinas, cirurgias prévias na pelve e na tuba uterina, infeccdo do sistema
reprodutivo, como a doenca inflamatéria pélvica, multiplos parceiros sexuais,
concep¢ao oriunda de fertilizacdo assistida, uso de dispositivo intrauterino,

cesareas prévias e tabagismo e endometriose (5, 15, 16).

Fatores sociodemograficos podem afetar pela pratica a padrdes alimentares
especificos durante a gravidez (17). Em estudo retrospectivo realizado por Al-turki
et al.,, foi demostrado que a idade também é um importante fator de risco para o
desenvolvimento de GE, principalmente em mulheres que tiveram mais de um filho

(18).

Algumas GE se resolvem espontaneamente, porém, outras continuam a
crescer e podem levar a ruptura do tubo, estudos ja vem demostrando que em
mulheres fumantes, os riscos de uma ruptura sao bem maiores, (19) pesquisas
comparativas entre a toxicidade do fumo a partir de diferentes tipos de cigarros,
incluindo cigarros eletronicos em relacao a GE, sdo alvos de constantes debates, e as
substancias quimicas presentes na fumaca podem prejudicar o funcionamento
correto de varios 6rgaos, como também pode prejudicar o funcionamento do
oviduto (19). O tabagismo é um dos fatores mais relevantes para o risco de GE

também em adolescentes e isso deve ser levado em conta, apesar que a maioria dos
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estudos apontam uma maior relacdo de incidéncias de GE em mulheres na fase
adulta (20). Dados epidemiolégicos demostram que repetidamente mulheres que
fumam tém um risco a uma maior variedade de problemas reprodutivos, a exposicao
a fumaca (fumante primario ou secundario), aumenta o risco de aborto espontaneo,
GE, restri¢do do crescimento intrauterino, ruptura prematura de membranas, parto
prematuro, hematoma retroplacentario, placenta prévia, e da morte subita do
lactente (21). Os efeitos do uso do tabaco pelas mdes durante e apds a gravidez
também incluem o aumento do risco de aborto espontaneo repetidos, descolamento
prematuro da placenta, ruptura prematura das membranas, baixo peso ao nascer,
sindrome da morte sdbita infantil, morte perinatal, e infincia com disturbios
respiratorios (22). Os dois principais fatores de risco para GE sem contracepc¢ao sao:
Histérico de infecgdo ou cirurgia tubdria e o tabagismo, quantitativamente, essas
relacdes com o fator de risco para GE sdo praticamente as mesmas, e o risco

atribuivel total de todos estes fatores sao de 76% (12).

A GE é uma complicacado ja conhecida no pos-tratamento de tecnologia de
reproducdo assistida (ART). Estima-se que a taxa de GE em gestagdes apos o
tratamento ART dobra em relacdo a gravidezes espontaneas. (23) infecgdes
causadas por Chlamydia trachomatis também sdao um achado importante e podem
resultar em doencgas sérias, incluindo a doenga inflamatoria pélvica, que pode gerar
uma GE, e infertilidade (24). Assim como também o formato da tuba da Falépio
continua sendo uma das chaves para compreender o processo de transporte do ovo
ao sitio de fertilizacdo. Além disso, existem inimeras causas documentadas de
infertilidade tubaria: infec¢des (Chlamydia trachomatis, gonorréia e tuberculose
genital), uso de DIU, endometriose e complica¢des apds cirurgia abdominal, existem

ainda muitas controvérsias sobre a etiologia da esterilidade tubaria. A organizacao
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mundial de satide, (OMS) estima que a infertilidade afeta 50-80 milhdes de mulheres
no mundo, sendo que apenas 35% buscam ajuda, e dessas, a infertilidade tubaria é
creditada em 30% (19). Em estudos recentes as complicagdes nas tubas de Falopio
estao definidas como um dos principais riscos para GE, em particular ap6s a cirurgia

corretiva tubaria (26).

GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA

0 hCG é o primeiro sinal hormonal a partir da placenta e trofoblasto para a
mae, é detectavel no sangue materno dois dias depois da implantagdo (cerca de uma
semana apos a fecundagao) e é utilizado no diagndstico de gestacao, tendo um papel

essencial para a gravidez e adaptacdao materna (19).

O sinciciotrofoblasto é a principal fonte de producdo de hCG cujo 99% ¢
liberada no sangue materno, sendo que o hCG e sua fracdo beta livre, sdo detectados
no sangue materno a partir da segunda semana de gravidez e os seus niveis
aumentam até atingir um pico em cerca de 10 a 12 semanas (20). O hCG é
metabolizado na placenta, sangue e rins e sete diferentes formas sdo detectados na
urina (21). A medi¢ao no soro da subunidade $ do hCG, ainda continua sendo o tinico
biomarcador que ¢é rotineiramente utilizado clinicamente para auxiliar no
diagnostico de GE, (22) essa fracdo beta e seus fragmentos, vem sendo

extensivamente estudado como um biomarcador de GE nos ultimos 30 anos.
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ISOFORMAS 8 -hCG

Existe uma necessidade de biomarcadores amplamente aplicaveis ao
resultado de 3-hCG para estudos de base populacional que avaliam os riscos para a
reproduc¢do humana (50). Ao considerar biomarcadores de GE, deve-se observar as
caracteristicas do biomarcador ideal, bem como as etapas necessarias para trazer
essa ferramenta para a area clinica. Como a localizagdo da gravidez é determinada
antes da detec¢ao do hCG, o biomarcador ideal estaria presente no inicio do primeiro
trimestre (26). O hCG ndo é uma Unica molécula biolédgica. Existe a forma regular de
hCG produzida por células do sincitotrofoblasto diferenciadas (hCG regular) (27).
Cole et al, relataram que o nivel do fragmento -core estaria reduzido em GE ou
aborto espontaneo, quando comparada com mulheres gravidas normais (51).
Estudos recentes também relatam que niveis muito elevados de (3-core podem gerar

resultados falsos negativos em testes de gravidez. (28)

BIOMARCADORES PARA GRAVIDEZ ECTOPICA

Uma mulher com teste de gravidez positivo, que apresenta também dor
abdominal e/ou sangramento vaginal, o médico certamente terd um trabalho extra
para excluir com segurancga a possibilidade de GE. A base do diagnostico (padrao
ouro), ainda é a ultrassonografia, ecografia vaginal e especialmente o uso do
biomarcador 3-hCG. Porém, o uso de subunidades 3-hCG, em vez de hCG total podem
ser Uteis como teste Unico para detectar uma GE (3). Pesquisas apontam que
dosagens de fragdes de -hCG no soro e na urina, podem também identificar as
mulheres com uma elevada probabilidade de gravidez ectépica ou abortamento, o

que pode aumentar a vigilancia, reduzindo o risco de ruptura das trompas (22).
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Diferenciar gravidezes ectdpicas de gravidezes intrauterinas pode ser um desafio e
um dilema para o médico clinico, dado o perigo existente de ruptura das trompas de
uma GE versus o medo de intervir no caso de uma gravidez desejada sem certeza do
diagnostico. Modalidades de diagndstico precoce sdo claramente visiveis e
marcadores bioldgicos estdo sendo investigados como uma saida para um teste

rapido e preciso para GE (23).

Além desses, inumeros outros biomarcadores vem sendo estudados afim de
diminuir o tempo do diagndstico de uma GE ou abortamento e da acdo médica em
relacdo a paciente, a glicoproteina de superficie externa (MUC1) é uma delas. A
imunoexpressado de diferentes epitopos (externos e citoplasmaticos) da expressao
de MUC1 é alterada em tubos com gravidez ectépica em comparacdo com tubos
normais, sugerindo associacdo para explicar sua etiologia. Estudos demostraram
que o segmento do dominio externo é reduzido na GE, sugerindo que o MUC1 pode
fornecer um mecanismo de protecao contra a GE (25). Outro biomarcador estudado,
€ a creatina quinase sérica total e suas isoformas e sua relacao a casos de GE,
Soundravally, et al em seus estudos demostraram valores estatisticamente
relevantes e podem ser auxiliares no diagnéstico rapido e preciso para diagndstico
de GE. (26) a proteina plasmatica a associada a gravidez (PAPPA) é uma outra
glicoproteina produzida pelo trofoblasto e pesquisas ja vem demostrando que
concentracoes de PAPPA foram menores em pacientes com uma GE tubaria quando
comparado com a gravidez normal, o estudo demonstrou que PAPPA nao
apresentou niveis detectaveis em 84,8% das amostras de mulheres com gravidez
ectdpica tubaria, mas também nao foi detectavel em 55% dos abortos espontaneos

intrauterinos, o que indica que as concentracdes de PAPPA no soro sdo muito baixas
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antes da 7 semanas de gestacdo e em isolamento sdao poucos discriminativos entre

o aborto espontaneo e GE (27).

O lactogénio da placenta humana (HPL), outro biomarcador estudado, pode
ser detectado durante o primeiro trimestre e possui efeito somatotrépico nos
tecidos fetais auxiliados por permitir o fornecimento de nutrientes ao feto. Estudos
constataram que ndo houve diferencas nas concentracoes séricas de HPL entre
gravidezes ectdpicas e normais, mas no entanto, um estudo subsequente,
demonstrou que os niveis HPL foram menores em pacientes com gravidez ectopica
tubaria em comparagdo com a gravidez normal apds a 72 semana de gestacao (28)

(29, 30).

A glicoproteina beta-1 especificas da gravidez (PSG) sao conhecidas pela sua
elevada expressdo durante a gravidez (31). E uma das primeiras proteinas da
gravidez no soro detectaveis e ao contrario da imagem ultrasonografica, os métodos
bioquimicos permitem esclarecer a patogénese e o patomecanismo de gravidezes de
alto risco, anomalias fetais e implantacdo fetal anormal. As dosagens de PSG sérica
precoce podem ser muito atil apenas no prognéstico de gravidezes de localizacao

desconhecida (32).

Outra importante proteina durante a gravidez é a activina A, que é liberada
pelo ovario e placenta (33), mas no entanto, na gravidez, a principal fonte de
secrecao é o trofoblasto (34). Pesquisas recentes determinaram que os niveis de
activina A em mulheres com gravidez ectdpica tubaria eram mais baixos do que
aquelas com gravidez intrauterina e aborto espontdneo, mas infelizmente o
desempenho e as diferencas significativas foram achadas apds 72 semanas de

gestacdo (35). (36). A activina B apresenta valores também menores na gravidez
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ectopica tubaria, e podem diferenciar da gravidez normal com uma precisao
moderada. Ela também mostra melhora do potencial de diagndstico em associagdo

com a fracgdo livre do beta-hCG, mas é preciso estudos posteriores. (37)

Pouco se tem pesquisado a progesterona como um biomarcador de gravidez
ectopica ou uma gravidez em local desconhecido. Foi inicialmente relatado, em um
pequeno estudo de coorte, a qual todas as mulheres com gravidez ectopica tubaria
tiveram seus niveis de progesterona sérica 15 ng/mL, o que foi menor do que em
mulheres com uma gravidez intrauterina viavel (38), porém, um estudo realizado
em torno do mesmo tema, os niveis de progesterona sérica, mostraram-se um

valioso teste de diagndstico para gravidez ectdpica tubdria. (39)

Outro marcador que se destaca é a inibina A, produzida pelo corpo luteo e
regulado pelo horménio hCG (40, 41). A inibina A apresenta valores menores em
mulheres com gravidez ectdpica tubaria do que em gravidezes intrauterinas em
curso (42), e em dosagens séricas, seus valores cairam bem mais do os niveis de hCG
apoés o tratamento para gravidez ectopica, devido a sua curta meia-vida (33). Em
estudo prospectivo recente sugere-se que inibina A apresenta valores menores em
gravidezes ectépicas e pode ser um marcador para identificar uma GE (43). E assim
€ um potencial biomarcador, porém, sao necessarios mais estudos para avaliar a sua

utilidade na pratica clinica (36).

O Estradiol (E2) também é produzido pelas mulheres em resposta ao hCG e
também poderia funcionar como um biomarcador da dindmica da gravidez. Um
estudo preliminar em 205 mulheres confirmou que todas as gravidezes ectdpicas
apresentaram niveis de E2, relatando uma sensibilidade de 100% e especificidade

de 99%. (44) No entanto, outro estudo demonstrou que houve diferenca no E2 no
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soro quando as mulheres apresentavam fertilizacao nas trompas e também houve
diferentes concentragdes séricas de E2 em gravidezes ectdpicas tubarias, quando
comparado com gravidez intrauterina dosadas até 11 semanas de gestac¢do (36). No
entanto, avaliando a progesterona entre diferentes grupos, a sobreposicdo de
valores foi discriminatéria e o E2 ndo entrou como biomarcador na pratica clinica
(29). Ao contrario de outros marcadores de fung¢ao do trofoblasto que sdao mais
baixos em gravidezes ectopicas, foi estudada a hipétese de que alguns marcadores
embrionarios seriam lancados durante a implantacdo tubaria anormal. A alfa-
fetoproteina (AFP) é um produto tanto do saco vitelino, quanto do figado fetal (45),
mas um estudo inicial apontou que a AFP no soro foi elevada na gravidez ectépica
tubdaria (46) mas entanto, um estudo posterior ndo confirmou este achado (29) e é
conhecida em programas de rastreio no soro de ameacas de aborto que a AFP pode

aumentar os niveis nas gravidezes de curso.

Alguns biomarcadores como o antigeno cancerigeno 125, tem sido utilizado
na pratica clinica como um 6timo biomarcador para o carcinoma do ovario (47), no
entanto, é utilizado em condigdes benignas com envolvimento peritoneal tais como
endometriose e miomas uterinos. Também se sabe que esta elevado durante a fase
inicial de gravidezes e, por conseguinte, podem ser mais do que um marcador de
irritacdo peritoneal ou inflamagdo. O marcador tumoral MUC 16 (CA125), também é
utilizada em estudos de casos de gravidezes ectopicas, em um estudo de carcinoma
de ovario, foram incluidos 15 casos de GE, porém todos tiveram baixas
concentracdes de MUC16 no soro (48). Quando dosado no inicio da gravidez, o
MUC16 aumenta no inicio de gravidezes normais, (49) e em mulheres com gravidez
tubaria ectopica tiveram uma ampla gama de concentra¢gdes de MUC16, mas em

geral elas eram mais baixas do que os observados em individuos normais (49). Outro
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biomarcador estudado em varias pesquisas € a relaxina, que é um hormonio
peptidico bem reconhecido e produzido pelo corpo lateo durante a gravidez (50).
Estudos demostram que dosagens estdo elevadas logo apdés a concepgdo e
permanecem firme até a 15 semanas de gestacdo (51). Avaliacdes preliminares
mostraram que as concentragoes de relaxina sérica em mulheres que apresentaram
gravidez ectdpica tubdria foram significativamente mais baixos do que naquelas
com uma gravidez intrauterina viavel (52). No entanto, 67 de 74 (91%) mulheres
que apresentaram quadro de aborto espontaneo ou gravidez ectdpica tubdaria
tiveram baixas concentragoes de relaxina e, como tal, foi praticamente descartada

como biomarcador de gravidez ectdpica

A renina assim como outros biomarcadores, vinha sendo muito pesquisada
devido a seus valores séricos baixos estarem associados a mulheres com gravidez
ectopica, quando comparada com aquelas com uma gravidez intrauterina em curso
ou aborto espontaneo, (53) porém, apesar desse baixo nivel de renina ativa (30
pg/ml), ela em combinacdo com baixos niveis de hCG poderiam prever uma
gravidez ectopica tubdria, mas sua especificidade de 76% e de o valor preditivo
positivo de 75% sugeriram pouca utilidade clinica e estudos ficaram bem mais
limitados (53). A desintegrina e metaloproteinase ADAM12 que pertence a uma
grande familia de moléculas, tem sido usada em pesquisas para tentar diferenciar
uma GE (54), a ADAM 12 apresentou niveis baixos em GE e AE, e houve diferencas
significativas em comparagdo com gestacdes normais. A ADAM12 é um marcador
promissor para o diagnostico de aborto espontaneo e gravidez ectépica em
mulheres sintomaticas, e sob certas condi¢cdes, ADAM12 pode diagnosticar gravidez

ectopica e aborto espontaneo antes de uma detec¢ao ultrassonografica (48).

26



Existe sem duivida uma necessidade de selecionar elementos imunologicos
no soro materno, como potenciais biomarcadores, e alguns pesquisadores ja vem
demostrando que os complexos de anticorpo como a cadeia pesada da miosina do
musculo liso (PDS) e os niveis séricos de interleucina-15 (IL-15) podem
desempenhar um papel na diferenciagdo abortos, GE e gravidezes normais, (49)
assim como também o PDS possui uma boa utilidade para um prévio diagndstico de
GE, nesse caso, existe uma elevacdo estatisticamente significativa dos niveis séricos
de PDS na gravidez tubdria, embora pesquisas demostrem que o ensaio tem
utilidade clinica muito limitada como um marcador solitario para a gravidez
ectopica, necessitando outros como complemento, (55) ja o (VEGF) fator de
crescimento vascular endotelial ndo apresentou concentragdes séricas significativas
e também ndo vem demostrando diferenca estatisticamente significativa entre as
mulheres que abortaram, dosagens de VEGF também ndo conseguiriam distinguir
uma GE de um aborto espontaneo. No entanto, as concentragdes de VEGF no soro
poderiam discriminar uma gravidez intrauterina normal a partir de uma gravidez

inviavel (56).

O receptor de interleucina 2, que é uma proteina que regula as atividades das
células brancas do sangue que sao responsaveis pela imunidade também vem sendo
estudada quanto a sua relevancia como diagnostico de GE., Soriano et al , realizaram
estudo de coorte em 17 mulheres com GE, 22 com aborto espontaneo e 33 com
gravidezes normais, sendo que o receptor de interleucina 2 nao apresentou valores
estatisticos, sugerindo mais estudos para determinar o seu valor como diagndstico

clinico fiel (57).
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Publica¢bes recentes sobre a combinacao de biomarcadores vem crescendo
ao longo dos ultimos anos e parece ser a chave para desenvolver um biomarcador
confiavel para GE, os multiplos testes de marcadores, que podem tirar proveito de
diferentes mecanismos biol6gicos de um painel de biomarcadores, em vez de uma
Unica proteina, provavelmente serdo capazes de se diferenciar entre gestacdes
normais e anormais (58). Aproveitando isso, varios pesquisadores tém se utilizado
de combinacdes de varios marcadores em um unico teste com melhores
diagnodsticos para GE. A combinacdo por exemplo das citocinas inflamatérias IL-6,
IL-8 eTNF-alfa foi capaz de detectar uma GE com especificidade de 100%, porém,
com uma sensibilidade de 52,9%, a combinacdo de marcadores com multiplas
funcdes bioldgicas provou ser bem mais bem relevante e com maior poder
estatistico para prevencdo de GE (58). Uma outra associagdo entre o gene que
codifica a gravidez, associada a proteina plasmatica-A2 (PAPPA2), nao teve nenhum
efeito sobre o desempenho reprodutivo feminino. Em contraste, PAPPA2 mostrou
melhor desempenho estatisticos em relagdo a fertilidade masculina, embora o

mecanismo requer mais estudos e continua por ser elucidado (66).

A utilizacdo de novos biomarcadores como as interleucinas, pode ser a chave
para um diagnostico que utiliza biomarcadores multiplos, mesmo eles nao
possuindo uma capacidade de diagnostico como marcadores individuais, (58) um
exemplo de estudo de combinag¢des foi o estudo publicado por Mulayim, et al
(2003), onde o principal mediador da resposta imune inata, a interleucina-8, foi
dosado em células epiteliais do estroma das trompas, e apresentou uma variacao
significativa em resposta a citoquinas inflamatérias, tais como a interleucina-1a e
fator de necrose tumoral-a, o resultado disso, pode ser importante achado na

patogénese da salpingite (59).
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Outra citocina o LIF (fator inibitério de leucemia) que é uma citocina
pleiotropica da familia da interleucina-6 que possui a¢des biologicas em varios
tecidos e tem como uma de suas fungdes, a regulacao do crescimento e diferenciagao
de células estaminais embrionadrias, células germinativas primordiais, os neurénios
periféricos, os osteoblastos, os adipdcitos e células endoteliais. A LIF é essencial
para o sucesso da implantacdo do embrido e a sua expressdo aumentada nas
culturas de células do estroma das tubas pelas citocinas inflamatdérias sugere uma

ligacao entre o implante e salpingite ectépica (60).

A proteina placentaria (PP14) vem sendo descrita por muitos pesquisadores
independentes, as suas aplicacdes clinicas e medi¢des ndo sdo limitadas apenas a
doengas uterinas, mas também incluem o cancro (marcadores tumorais) e gravidez
(gravidez molar e gravidezes extrauterinas). Os niveis relativamente altos de PP14
em pacientes histerectomizadas indicam GE (61, 62). Segundo estudo realizado por
Nylund, et al, a PP14 e o hCG em combinac¢do exibem valores alterados durante

uma implantagdo anormal que pode ser clinicamente util (63).

A descoberta de micro RNAs no sangue materno foi um grande achado e ndo
so facilitou a compreensdao de seu papel na gravidez normal, mas também a
descoberta de biomarcadores para detectar complicacoes associadas a gravidez,
como a pré-eclampsia e gravidez ectdpica (64). Miura, et al. demonstrou que
microRNAs possuem um grande potencial como marcadores moleculares de
gravidez ectopica (65). Patrelli, et al, em estudo utilizando o fator de crescimento
placentario (PIGF), pesquisou um grupo de 163 pacientes e um grupo de 214
pacientes gravidas controle durante todo o periodo gestacional, demonstrou que os

valores achados nado foram influenciados pela idade biolégica, mas tinham relacao
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com a idade gestacional, PIGF, revelou um aumento particularmente apés a 202
semana de gestacdo e nao apresentou uma estatistica significativa em relacao a
gestacdo fisiolégica espontianea, ameaca de abortos e em gravidezes ectdpicas,
conclui-se que o PIGF pode desempenhar um papel diagnostico e progndstico na
gravidez, mas serdo necessario estudos posteriores para compreender melhor o
significado da variabilidade dos seus valores (66). Em outro estudo associado, a
combinac¢do dos biomarcadores sFlt-1 e PIGF pode diferenciar gravidezes com
falha, enquanto sFlt-1, bem como sFlt-1 racio / PIGF também pode discriminar uma
gravidez ectopica. (66). Martinez et al, sugeriram que a sFlt-1 poderia ser um 6timo
biomarcador para discriminar uma gravidez ectépica de uma normal, isso quando
os niveis de fhCG sdo semelhantes em ambos os grupos. A combinacdo do sFlt-1 com

a progesterona ajuda a aumentar o desempenho e precisao do diagnéstico (67).

Concentracgdes de alfa-fetoproteina no soro materno como testes de triagem
para defeitos do tubo neural fetal estdo bem estabelecidos. A alfa-fetoproteina pode
facilmente atingir a circulacdo materna ou ocorrer a absorcao de sangue fetal apos
o0 aborto tubario. As concentragdes de alfa-fetoproteina, por esses fatores, pode ser
um coadjuvante no diagndstico de gravidez ectopica (67). Outro biomarcador
estudado e que apresentou diferencas significativas foi o DNA fetal livre que detecta
sindromes cromossdmicas ainda durante a gestacdo com baixa margem de erro no
plasma de mulheres gravida. Este marcador varia durante a gravidez e foi
demostrado ser diferente em gravidezes normais, abortos ou GE, a quantidade
média DNA fetal livre é significativamente maior em mulheres com GE, sugerindo

que este método pode ser util no diagndstico da GE (68).
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JUSTIFICATIVA

O valor preditivo negativo do Inexscreen, aliado ao valor do produto (US$
1,40) e pelo fato de ser um kit pronto para analisar apenas uma pequena amostra na
urina, sdo fatores muito interessantes e de baixo custo para o SUS, o diagnostico
rapido e confidvel para o médico em emergéncias ginecoldgicas também
contribuiria para uma maior agilidade no atendimento, diminuindo assim a taxa de
mortalidade de mulheres gravidas. Para que o exame seja validado no nosso meio, a
metodologia a ser utilizada deve ser mais adequada, e um ndmero maior de

mulheres gravidas também deve ser considerado no projeto.
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OBJETIVO

e Avaliar o desempenho diagndstico do Inexscreen para o diagnéstico de

gestacOes anormais (gravidez ectdépica e abortamento).

MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos referentes a essa tese estdo descritos no artigo

anexado a seguir.
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Condensation

Inexscreen® does not have a high specificity to rule out ectopic pregnancy or miscarriage.

Short version of the article:

Inexscreen® performance with first trimester pregnancy at gynecological emergency room.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the performance of a commercial urinary test to screen an abnormal first

trimester pregnancy.

Study Design: In this prospective observational cohort, women with a confirmed first trimester
pregnancy (gestational age < 12 weeks) provided a urine sample for diagnosing the viability of
their gestation. Pregnancy viability and location testing were confirmed by ultrasound and/or

laparoscopy.

Results: From 815 eligible patients for the study, 12 were excluded for not having a confirmed
pregnancy (n=6) or for lost to follow up (n=6). A total of 803 patients underwent testing and
completed follow-up. The pre-test probability of an abnormal pregnancy was 44% (9% for
ectopic pregnancy and 35% for miscarriage). The test had the following parameters to identify
an abnormal first trimester pregnancy [%(95% CI)]: sensitivity:13 (10 to 17); specificity:82 (78
to 86); positive predictive value:36 (28 to 46); negative predictive value: 54 (50 to 58);
accuracy: 47%; positive likelihood ratio=0.74 (0.53 to 1.03); negative likelihood ratio=1.06 (1
to 1.12). Kappa Index between readers was 0.89 (0.77 to 1). Values are percentage (95%

confidence interval).

Conclusion: In our emergency setting, we were not able to confirm that the commercial test is

adequate to detect or exclude an abnormal first trimester pregnancy.

KEY WORDS: Inexscreen®; sensitivity; specificity; pregnancy; first trimester
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Introduction

Vaginal bleeding and pelvic pain are common complaints in emergency facilities.! Once the
diagnosis of pregnancy is established, the next step is to identify the location and viability of this
pregnancy.? The main differential diagnoses are miscarriage and ectopic pregnancy. The use of
vaginal ultrasound (VUS) and quantitative ®-hCG are the main diagnostic tools.® These
diagnostic modalities can be both time consuming and expensive. The search of a biomarker for

miscarriage and ectopic pregnancy has been pursued by many researches.*®

The peculiarities of ®-hCG and its different plasmatic levels in normal and abnormal pregnancy
led the medical industry to launch in the market Inexscreen®, a point-of-care urinary test.
Inexscreen® is a urinary lateral flow test with two windows, A and B. Window “A” detects the
intact hCG (i-hCG) and window “B” detects the ®-core fragments, the nicked ®-hCG and the ®-
hCG isoforms. These isoforms are called human chorionic gonadotropin related protein (\CGRP).
The hCGRP:i-hCG ratio is significantly decreased in ectopic pregnancies and miscarriages. As a
rapid urinary test, without the need of special equipment or specialized staff, Inexcreen® had
promised to be an excellent screening tool to rule out abnormal pregnancy. In 2011, Mazouz et al
published the initial results of Inexscreen® in the clinical context. According to their data,
Inexscreen® had a negative predictive value of 99.3% and 96.6% for ectopic pregnancy and
miscarriage, respectively.” A negative predictive value >99% for ectopic pregnancy is ideal in the
clinical context, given the fact that time and costs can be reduced. However, the authors
recognized this first report should be confirmed with a larger prospective study.” The objective of
this study was to estimate the diagnostic accuracy of Inexscreen® test compared to

ultrasonography and surgery in diagnosing abnormal pregnancy in the first trimester.
Materials and methods

Participants
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The study population consisted in a consecutive series of subjects who attended the gynecological
emergency department (GED) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre between April 14", 2011

and October 31%, 2013.
Participant recruitment

Consecutive pregnant women between 14 and 49 year old who attended the GED for any reason

were invited to participate in the study.
Inclusion and exclusion criteria

Subjects were included if they had a pregnancy < 12 weeks according to the last menstrual period
or previous gestational ultrasonography. Subjects were excluded if their pregnancy was not
confirmed by urinary ®-hCG, if they had a pregnancy of €12 weeks, or if they did not give written
consent to participate in the study. Pregnancy and gestational age were confirmed by urinary

and/or serum ®-hCG and ultrasound respectively.
Data collection

After signing the written consent, a standard questionnaire was obtained. Next, a fresh urine
sample was collected from the patient for the index text (Inexscreen®). Subjects were followed
with serial plasma ®-hCG and transvaginal ultrasound. In case of pregnancy of unknown location,

subjects were followed every 48 h or every week until the outcome of pregnancy was identified.
Reference standard and its rationale

A transvaginal ultrasound was used as the reference standard to confirm the presence of a viable,
or a non-viable pregnancy. Vaginal ultrasound was performed within 4 hours after the
Inexscreen® test. Pregnancy viability was defined was defined as the presence of intrauterine
embryo/fetus with cardiac activity. Miscarriage was defined by the absence of visible heartbeat
in an embryo with crown-rump length >7 mm, or if the mean gestational sac diameter was >25

mm and no structure was visualized inside. The diagnostic algorithm published by Mol et al was
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used for diagnosis of ectopic pregnancy.® Ectopic pregnancy was confirmed by surgery and

pathology report.
Technical specifications

Inexscreen® (Humasis Co., Ltd, Gyeonggi-do, 431-836, Korea) was the index test for screening
viable or non-viable first trimester pregnancy. Urine specimens were collected in a clean, dry,
plastic container and Inexscreen® was run within 10 minutes of collection. With the disposable
pipette provided with the Inexscreen® kit, 5 drops of urine were loaded into the sample well of
the Inexscreen® test device. Interpretation of the test result was performed after 5 minutes,
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, Inexscreen® test has 2 windows (A and B),
and two lines in each window (C and T). Line C is the internal control; if it is absent in one of the
windows, the test is discarded and a new test used. The intensity of the T line was defined by
visual comparison with standards given by the manufacturer. The intensity of the lines was
graduated in a grading system of whole numbers between 0 and 10. The cut-off between normal
and abnormal followed the manufacturer instructions. A ratio of the intensity of lines A>B was

consider abnormal; a ratio A<B was consider normal.

Persons executing and reading Inexscreen ®

Two experts in Inexscreen® reading (JLG, RFS) trained and supervised the clinical physicians
(n=8), the residents and medical students that were in rotation every month (total n= 37/30.5
months). The physicians, residents and medical students evaluated the intensity of line T in

windows A and B.

Persons executing ultrasound and pathological analysis

Board certified radiologists and pathologists were responsible for executing transvaginal
ultrasound and pathological analysis, respectively. Readers of the Inexscreen® test, radiologists

and pathologists were blind to the results of each other’s test.

Statistical methods and sample size
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The performance of the Inexscreen® test was calculated using a 95% confidence interval (95%CI)
for sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and positive and negative
likelihood ratios. Kappa index was used to assess inter- and intraobserver agreement.
Reproducibility of the test, i.e., normal or abnormal, was verified between two independent
observers using 60 cases comprising the whole spectrum of results, i.e., from 0 to 10. Digital
pictures of lines A and B of these 60 cases were taken and stored in a file. Results from a senior
researcher (RFS) were compared to the results of a naive researcher for inter-observer agreement.
The senior researcher scored the same 60 cases in two different occasions for intra-observer
agreement. Analyses were performed using Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA), online Kappa
calculator  (http://vassarstats.net/kappa.html) and online diagnostic test calculator

(http://araw.mede.uic.edu/cgi-bin/testcalc.pl).

Sample size was calculated according to the nomogram described in the literature.® The following
parameters were used: an estimated incidence of ectopic pregnhancy of 10% (+5%) and an
estimated specificity of 95% (with a precision of £5%). Sample size calculation yielded a total
number of 730 subjects. For cases of miscarriage, where the estimated incidence of miscarriage
was 40%, the minimal number of subjects was 180. With these parameters we were able to verify
with a 95% CI, that Inexscreen® has specificity between 90 and 100% to diagnose ectopic

pregnancy in a population where the prevalence is between 5 to 15%.
Ethical issues

This study was submitted and approved by Comite de Etica em Pesquisa of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, the local Institutional Review Board (number 11-0113). Inexscreen® was
evaluated in the gynecological emergency department (GED) of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, in Porto Alegre, RS, Brazil.
Results
Beginning and end dates of recruitment

Data collection was performed between April 14", 2011 and October 28", 2013.
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Clinical and demographic characteristics of the study population

Most of the participants were white and the mean gestational age was 8.1, 6.5 and 7.9 weeks for

intrauterine pregnancy, ectopic pregnancy and miscarriage, respectively (Table 1).

Number of participants

A total of 815 Inexscreen® tests were used in the study and none of them were discarded for
being faulty, i.e., negative control line. Six subjects did not satisfy the inclusion criteria and were
excluded; six were lost to follow-up. A total of 803 subjects satisfied inclusion criteria and had a
vaginal ultrasound or were submitted to surgery (Fig. 1). The median follow-up was 3 days (range

1 and 60 days).

Time interval between tests results

The time interval between the Inexscreen® test and the vaginal ultrasound was 4 hours or less.

No treatment was administered in between.

Distribution of the severity of the disease

A total of 125 subjects were asymptomatic with no or > 1 risk factor. Asymptomatic subjects
without risk factor comprised 6.6% (53 out of 803) of the study population. From these 53
subjects, 39.6% had an abnormal pregnancy (3 cases were ectopic pregnancy; 18 cases of

miscarriage). The majority of subjects (93.4%) had pelvic pain and/or vaginal bleeding.

Cross tabulation of the Inexscreen ® and transvaginal ultrasound

All 803 subjects included in the study underwent transvaginal ultrasound and had a urine sample
analyzed by Inexscreen ®. Positive Inexscreen® (abnormal) in abnormal pregnancy was seen in
47 cases; abnormal Inexscreen in normal pregnancy was seen in 81 cases. Normal Inexscreen®
in abnormal pregnancy was seen in 306 cases, and normal Inexscreen® in normal pregnancy was

seen in 369 cases. There were no missing or indeterminate results.

Adverse events from Inexscreen® and vaginal ultrasound
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No adverse event occurred by performing the index test (Inexscreen®) or reference standard

(transvaginal ultrasound).
Estimates of the test

The test performance to identify an abnormal first trimester pregnancy was as following:
sensitivity:13% (95% CI, 10 to 17%); specificity:82% (95% CI, 78 to 85%); positive predictive
value:37% (95% ClI, 28 to 46%); negative predictive value: 55% (95% CI, 50 to 58%); accuracy:
52%; positive likelihood ratio: 0.74 (95% CI, 0.53 to 1.03); negative likelihood ratio: 1.06 (95%
Cl, 1to 1.12). The pretest probability of an abnormal pregnancy was 44%; the posttest probability
after a positive and negative test was 37 and 45%, respectively (Table 2). Similar results were
observed in a subgroup of symptomatic subjects with gestational age between 5 and 8 weeks of

pregnancy (Table 3).

No indeterminate results or outliers were observed. The six cases that were lost to follow-up were

excluded from the analysis.

Kappa index for inter- and intraobserver agreement was 0.89 (95% ClI, 0.77 to 1) and 0.93 (95%

Cl, 0.84 to 1), respectively.

Discussion

Our results revealed that Inexscreen® correctly identified 6 cases of women that did not have a
positive ®-hCG (Figure 1). After comparing our results to those published by Mazous et al,’ it
was possible to identify that the specificity of the test was around 82% in both studies; in our
setting, however, the test was neither sensitive, nor specific to rule in or to rule out abnormal
pregnancy with a precision higher than 95% (Table 2). The low performance of the test in our
scenario can be seen by the posttest probability of a positive and negative test: 37 and 45%, values
that did not differ much from the pretest probability, i.e., 44% (Table 2). The negative predictive
value (NPV) for ectopic pregnancy was 85% (95% ClI, 81 to 88), while in Mazous et al it was
higher 96.6% (95% CI; 91 to 98%). Although both studies present a high NPVs, they are not

similar. The sensitivity of the test found in our study was different from Mazous’ publication.
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While we found a low sensitivity, 13% (95% CI, 10 to 17), Mazous et al found a sensitivity of
92% (95% CI, 84 to 97).” Possible explanations for these discrepancies could be related to the
fact we used the test in asymptomatic pregnant women that attended the gynecological emergency
department for non-obstetric reasons, which alters the pre-test probability. This subgroup
represented 6% of the population, but 39.6% of the cases had an abnormal pregnancy, and they
would benefit the most for a screening test. However, if only women with pelvic pain and/or
vaginal bleeding were included, as it was in the original work of Mazous et al, the negative
predictive value for ectopic pregnancy would remain low, i.e., 80% (95% CI, 74 to 85%), as
shown in Table 3. Predictive values of a test are influenced by the prevalence of a condition.®
Therefore, it is important to test Inexscreen® in a real-life scenario, in a population that reproduce
the true prevalence of ectopic pregnancy and miscarriage. If these steps were not taken, a selection
bias would ensue. In our study, the prevalence of ectopic pregnancy was 9% (95% ClI, 7 to 11%),
which is in accordance to the literature.” ** The prevalence of miscarriage was 35% (95% Cl, 31
to 38%), which was higher than in the population presented by Mazouz et al,” but similar to a

larger study published by Tude-Byass et al.*?

Other possibilities for the discrepancies could be related to the inclusion criteria. In our study we
included pregnant women with <12 weeks of gestational age. Mazous et al included pregnancies
between 5 and 8 weeks according to the last menstrual period. A analysis of this subgroup,
symptomatic women with gestational age between 5 and 8 weeks, revealed that the performance
of the test did not change much (Table 3). Reading the test could be an issue, since it compares
the intensity of the lines in the cassette to a standard card provided in each kit. The design of this
point of care test is simple, and it is easy to read. The end result lies into two categories: normal,
when intensity of line A<B, or abnormal, when intensity of line A>B. These results are
straightforward when the intensity of the line is >3. The high Kappa index (x=0.89) found in our
study reflects this agreement among readers. This result is in accordance with Mazous et al.’

Probably the main reason for these discrepancies could be related to the study design. We used a
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prospective study design with an adequate sample size, while Mazous et al used a retrospective

one.” The latter has more sources of bias and confounding factors.

The manufacturer states that if a normal result is found in ectopic pregnancy, which was the cases
in 63 subjects, the probable cause for such false negative could be related to high levels of hCG
in ectopic pregnancy. This is was not the case in at least one of our samples. The test gave a
normal result: A=7, B=7, i.e., hCG between 1000 and 5000 mUI/mL. A blood hCG took 8 weeks
before reveled a plasma level of 577 mUI/mL. The Inexscreen® result was within the normality,
but if we consider the growth of hCG overtime, we would expected a higher level of hCG in a
normal pregnancy. This would be a case of highly suspected ectopic pregnancy despite of normal
test. Of note, clear diagnosis of ectopic pregnancy, i.e., gestational sac or fetal heartbeat outside
the uterus, was made by ultrasound in 10 subjects and only 4 tests were abnormal. Lastly, another
possible explanation could be related to rationale of the test. Inxescreen® is based in the hCGRP:i-
hCG ratio; this ratio is significantly decreased in ectopic pregnancies and miscarriages. Borrelli
et al analyzed the serum and urine levels of the intact hCG and the hCG fragments in first trimester
pregnancy of women who presented at an outpatient emergency department. They found that
urine hCG variants had less significant performance compared to those of serum in distinguishing
ectopic pregnancy from viable pregnancy.'® An alternative use of Inexscreen® could be related
to hCG levels at urine. Inexscreen® provides different levels of hCG in urine, < 200 mUl/ml, 200
to 1000, 1000 to 5000, 5000 to 10000 and >10000 mUI/mL. Physicians could benefit from this
information to order ultrasound, or to evaluate the rising or fall of hCG compared to previous

plasma values.

The strengths of the study were the sample size, the low index of dropout and a real scenario with
a prospective follow-up. One of the limitations of this study was that we did not correlate the hCG
levels of all cases of ectopic pregnancy to the levels found by Inexscreen®. Indeed, this could be
a clinical applicability of the test to identify the discriminatory zone and the use of vaginal

ultrasound.®
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In conclusion, in this setting, Inexscreen® has a specificity of 82%, a value in range of what is

published in the literature, but it has 13% of sensitivity. The test is not adequate to rule in or to

rule out an abnormal pregnancy in the first trimester in our setting. Further prospective studies

are necessary to confirm our results.
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Table 1. Characteristics of the sample.

Viable pregnancy Ectopic Pregnancy Miscarriage
Characteristics
n=450 n=73 n=280
Age —mean(SD) 26.7(6.5) 28(6.7) 28.3(7.8)
Ethnicity-n(%)
White 315(70) 44(60) 182 (65)
Black 131(29) 29(40) 88 (31)
Native-Brazilian 3(0.7) 4(1.7)
Asian 1(0.3) 4(1.7)
2 (0.6)
Gestational age — mean (SD) 8.1(2.1) 6.5(2) 7.9(2.1)
Risk Factors (no/yes)
Hx Ectopic Pregnancy 425/25 59/14 269/11
Hx Tubal surgery 429/21 64/9 257/13
Smoking 334/116 47/26 214/66
Hx PID? 414/36 58/15 258/22
Hx >3 miscarriages 425/25 70/3 271/9
Hx Infertility® 405/45 52/21 228/52
> 5 sexual partners 338/112 48/25 197/83
Hx Intrauterine dispositive 408/42 66/7 261/19
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Signs and symptoms — n(%)

Asymptomatic 71(16) 5(7) 49(18)
Pelvic pain 163(36) 8(11) 31(11)
Vaginal bleeding 75(17) 14(19) 54(19)
Pelvic pain + bleeding 141(31) 46(63) 146(52)

2 Hx PID= History of Pelvic Inflammatory Disease.

b Hx Infertility: History of infertility, defined as failure to achieve a clinical pregnancy after 12

months or more of regular unprotected sexual intercourse.

48



Table 2. Performance of Inexscreen® test compared to Vaginal Ultrasound, or

surgery/pathology in 803 women. Numbers are % (95% confidence interval), except for

likelihood ratios.

Parameter Total Ectopic preghancy Miscarriage
Pre-test probability 44 9 35
Sensitivity 13 (10to 17) 14 (6 to 23) 13 (9 to 18)
Specificity 82 (78 to 85) 82 (78 to 85) 82 (78 to 85)
PPV 37 (28 to 46) 11 (5 to 19) 31 (23 to 40)
NPV 55 (50 to 58) 85 (81 to 88) 60 (56 to 64)
Accuracy 52 72 56

LR+ 0.74 (0.53 to 1.03) 0.76 (0.41 to 1.4) 0.73 (0.51 to 1.05)
LR - 1.06 (1to 1.12) 1.05 (0.95 to 1.16) 1.06 (0.99 to 1.13)
PPT + 37 11 31

PPT - 45 15 40

PPV: positive predictive value

NPV: negative predictive value

LR+: positive likelihood ratio

LR-: negative likelihood ratio

PPT+: post test probability if test is positive

PPT-: post test probability if test is negative

49



Table 3. Performance of Inexscreen® test compared to Vaginal Ultrasound, or

surgery/pathology in 403 symptomatic women with gestational age between 5 and 8 weeks.

Numbers are % (95% confidence interval), except for likelihood ratios.

Parameter Total Ectopic preghancy Miscarriage
Pre-test probability 45 13 33
Sensitivity 16 (11 to 22) 13 (6 to 25) 17 (9 to 18)
Specificity 81 (75 to 86) 81 (75 to 86) 81 (75 to 86)
PPV 42 (30 to 54) 15 (6 to 27) 36 (23 to 40)
NPV 53 (47 to 59) 80 (74 to 85) 62 (56 to 64)
Accuracy 51 68 57

LR+ 0.86 (0.6 to 1.3) 0.72 (0.3 to 1.5) 0.92 (0.6 to 1.4)
LR - 1.03(0.9t0 1.1) 1.07 (0.94 to 1.2) 1.02 (0.9to0 1.1)
PPT + 42 10 31.2

PPT - 47 14 33.4

PPV: positive predictive value

NPV: negative predictive value

LR+: positive likelihood ratio

LR-: negative likelihood ratio

PPT+: post test probability if test is positive

PPT-: post test probability if test is negative
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Figure legends

Figure 1. Flow chart of the study. Ect Preg= ectopic pregnancy

ARTIGO EM PORTUGUES

A sensibilidade e a especificidade de teste de triagem urinario usado em um
cenario de emergéncia para detectar gravidezes anormais no primeiro

trimestre

Joao L. G. Teixeira, Licenciatura; Paola Rabaioli, Licenciatura; Ricardo F. Savaris, MD,

PhD

OBJETIVO: Avaliar o desempenho de um teste urinario para triagem de Gravidezes

anormais no primeiro trimestre em mulheres em sala de emergéncia.

FORMA DE ESTUDO: Nesta coorte observacional, prospectiva, as mulheres com
primeiro trimestre da gravidez confirmada (idade gestacional <12 semanas)
forneciam uma amostra de urina para diagnosticar a viabilidade da gestacdo.
Viabilidade de gravidez e testes de localizacao foram confirmadas por ultrassome /

ou laparoscopia.

RESULTADOS: De 815 pacientes elegiveis para o estudo, 12 foram excluidas por ndao
ter uma gravidez confirmada (n % 6) ou foram perdidos para follow-up(n % 6). Um

total de 803 pacientes foram submetidas a testes e completaram o seguimento. A
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probabilidade pré-teste de uma gravidez anormal foi de 44%(9% para a gravidez

ectopica e 35% para aborto).

O ensaio teve os seguintes parametros para identificar uma gravidez anormal no

primeiro trimestre:

(sensibilidade, 13%; 95% intervalo de confiancga [IC], 10 e 17; especificidade, 82%;
95% CI, 78 e 86; valor preditivo positivo, 36; 95% CI, 28 e 46;valor preditivo
negativo, 54; 95% CI, 50 e 58; exatidao, 47%; razdo de verossimilhanca positiva,
0,74; 95% CI, 0.53 e 1.03; verossimilhanca negativa proporc¢ao, 1,06; 95% CI, 1 e
1.12). A reprodutibilidade do teste no nosso estudo foi alta (indice de kappa entre

os leitores, 0,89; 95% CI,0.77 e 1).

CONCLUSAO: Em nosso cenario de emergéncia, o teste comercial nao foi adequado

para confirmar ou excluir uma gravidez anormal no primeiro trimestre.

PALAVRAS-CHAVE: gravidez anormal, primeiro trimestre, Inexscreen, gravidez,

teste de triagem, sensibilidade, especificidade
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ANEXOS

Nosso artigo teve uma citacdo em formato Editorial, publicado pelo Dr. Kurt
Barnhart na revista internacional “American Journal of Obstetrics &

Gynecology”.

Parte do texto destaca nosso estudo. “Mais uma vez, gostaria de elogiar os

autores pela conducgao e publicagdo de um estudo de validagdo de fase IV de

alta qualidade.
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