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BELO, Danielle Sammartino Soares. Novo Diagndstico da Incompatibilidade RhD
materno-fetal e seu impacto na Doenca Hemolitica Perinatal: o papel da
genotipagem RHD fetal. 2017. 88 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharel em
Biomedicina) - Centro Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2017.

A incompatibilidade materno-fetal ocorre quando a mae possui um aloanticorpo
contra uma proteina eritrocitaria presente no feto e ausente nela, sendo que para
isso, a mae deve ter um contato prévio com essa proteina, o que pode acontecer por
meio da transfusdo de concentrado de hemacias ou de hemorragias materno-fetais
comuns durante a gestacéo. Se o aloanticorpo presente na méae for da classe IgG,
ele é capaz de atravessar a barreira placentaria e atingir a circulacao fetal. Uma vez
no feto, esses anticorpos se ligam aos eritrécitos, mediando sua destruicdo por meio
da opsonizacdo da fagocitose. A destruicdo das hemacias fetais leva a um quadro
de anemia caracterizando a Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN), cuja gravidade é
determinada pelo titulo do aloanticorpo na méae e pela sua imunogenicidade. Nos
casos mais graves a anemia estd associada a congestdo hepatica, hidropsia,
insuficiéncia cardiaca e a Kernicterus. Mais de 60% dos casos de DHPN tem por
etiologia a destruicdo mediada pelo anticorpo contra a proteina D do sistema Rh. Na
década de 1970 foi disponibilizada a unica forma de profilaxia da doenca, a
imunoglobulina anti-D, para todas as mulheres RhD negativas com parceiro RhD
positivo ou desconhecido. No entanto, cerca de 40% dessas mulheres acabam por
administrar a imunoglobulina de forma desnecessaria por estarem esperando um
filho RhD negativo. Nesse contexto, a genotipagem RHD fetal a partir de amostra do
plasma materno acaba por direcionar o uso da imunoglobulina anti-D somente para
as gestantes RhD negativas que estiverem esperando um filho RhD positivo. A
genotipagem RHD fetal é realizada por PCR em tempo real e diversos autores a
descrevem como sensivel, especifica e com altos valores preditivos positivo e
negativo. A fim de estudar a implementacdo da técnica na rotina pré-natal de
gestantes RhD negativas, um total de 284 artigos em lingua inglesa e portuguesa
datados, em sua maioria, de 2000 a 2017 foram consultados no periodo de junho de
2016 a abril de 2017.

Descritores: Sistema Rh. Doenca hemolitica do recém-nascido. Genotipagem RHD
fetal. Profilaxia anti-D. Genotipagem pré-natal de sistemas sanguineos.
Imunoglobulina Rho(D). Diagnéstico da doenca hemolitica perinatal. Tratamento da
doenca hemolitica perinatal.
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The maternal-fetal incompatibility occurs when the mother has an alloantibody
against an erythrocyte protein present in the fetus and absent in her, and for this
happen, the mother must have a previous contact with this protein, which can
happen through the transfusion of red blood cells or maternal-fetal hemorrhages
during gestation. If the alloantibody present in the mother is of the IgG class, it is able
to cross the placental barrier and reach the fetal circulation. Once in the fetus, these
antibodies bind to erythrocytes, mediating their destruction by opsonization of
phagocytosis. The destruction of fetal red blood cells leads to anemia characterizing
the Perinatal Hemolytic Disease (PHD), whose severity is determined by the
alloantibody titre in the mother and by its immunogenicity. In severe cases, anemia is
associated with hepatic congestion, hydrops, heart failure and Kernicterus. More than
60% of PHN cases have have as their etiology the antibody-mediated destruction
against the D protein of Rh system. In the 1970s the only prophylaxis form for the
disease, the anti-D immunoglobulin, was made available to all RhD negative women
with RhD partner positive or unknown. However, about 40% of these women end up
taking the immunoglobulin unnecessarily because they are expecting a RhD negative
child. In this context, fetal RhD genotyping through maternal plasma ends up
directing anti-D immunoglobulin use only to RhD negative pregnant women who are
expecting a RhD positive child. Fetal RHD genotyping is performed by real-time PCR
and several authors describe it as sensitive, specific and with high positive and
negative predictive values. In order to study the implementation of the technique in
the prenatal routine of RhD negative pregnant women, a total of 284 articles in
english and portuguese language dating, in their majority, from 2000 to 2017 were
consulted from June 2016 to April 2017.

Keywords: Rh blood group. Hemolytic disease of the newborn. Fetal RHD
genotyping. Anti-D prophylaxis. Antenatal genotyping of the blood groups. Rho(D)
immune globulin. Diagnostic of hemolytic disease of the newborn. Treatment of
hemolytic disease of the newborn.
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1 INTRODUCAO

A doenca hemolitica perinatal (DHPN) ou doenca hemolitica do recém-
nascido (DHRN), de acordo com Greer et al. (2014), resulta da destruicdo dos
eritrocitos fetais pelos anticorpos maternos da classe IgG que ganham acesso a
circulacao fetal durante a gravidez, por atravessarem a placenta. Entretanto, esse
processo somente ocorre quando a mae foi previamente aloimunizada, sendo que o
mecanismo mais importante para tal € a hemorragia materno-fetal e a exposicao
previa a transfusfes de concentrado de hemacias, como afirmam Alarcén e Werner
(2005). Akanmu et al. (2015) afirmam que a DHPN também pode ocorrer pela
presenca de anticorpos regulares ABO da classe IgG, em especial em maes do
grupo O com filhos A ou B. De acordo com Vitorello et al. (1998), na forma grave da
doenca a hemodlise acentuada leva a congestdo hepética, hipoalbuminemia,
hidropisia fetal, insuficiéncia cardiaca e a Kernicterus.

Quanto a etiologia da doenca mais de cinquenta anticorpos especificos contra
0s sistemas sanguineos podem levar ao desenvolvimento da DHPN, segundo afirma
Eder (2006). Sendo que, de acordo com Malono et al. (2004), epidemiologicamente
a incompatibilidade materno-fetal é mais frequentemente causada pelo sistema ABO
(20 a 25% das gestacOes), entretanto, somente 10% destas levam ao
desenvolvimento da DHPN. Por outro lado, o autor complementa que somente 10%
das incompatibilidades materno-fetais sdo causadas pelo sistema Rh, sendo a
aloimunizacdo RhD correspondente a 95% dos casos de hemdlise fetal. Fasano
(2016) afirma que a presenca de anticorpos contra outros antigenos, tanto do
sistema Rh quanto de outros sistemas sanguineos, pode levar ao quadro grave da
DHPN, sendo os mais comuns anti-c, anti-E e anti-K, seguidos dos anticorpos dos
sistemas Duffy, Kidd e MNS.

Dados do Manual Técnico de Gestagdo de Alto Risco do Ministério da Saude
(2012) mostram que a aloimunizagdo materno-fetal afeta cerca de cinco a cada
1.000 gestacdes. Estudo de Pavani, Locateli e Lieber (2016) demonstrou que a
aloimunizagéo ocorre em 6,1% das gestagbes, sendo que em 65,4% desses casos
h& a presenca de um anticorpo passivel de levar ao desenvolvimento da DHPN.

Desses anticorpos importantes clinicamente, 91,8% sao contra antigenos do sistema
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Rh, sendo que a incompatibilidade RhD esta presente em 81,2% dos casos.
Complementando essas informacdes, estudo realizado por Baiochi et al. (2007) com
gravidas e seus recém-nascidos de Sao Paulo, constatou que 73% das mulheres

RhD negativas deram a luz a uma crianca RhD positiva.

De acordo com Chavez, Mulinare, Edmonds (1991), a unica forma de
prevencdo contra a DHPN causada pela incompatibilidade RhD, a imunoglobulina
RhD (RhIG), comecgou a ser disponibilizada em 1968. Delaney e Matthews (2015)
ressaltam que a administragdo adequada da imunoglobulina faz com o que o risco

de aloimunizacdo materna caia de 13% para menos de 0,1%.

De acordo com Singla et al. (2010) o diagnéstico pré-natal da hipdxia fetal
gerada pela intensa anemia pode ser feito por meio do ultrassom de Doppler da
artéria cerebral média. Basu, Kaur e Kaur (2011), complementam que apds o
nascimento o teste soroldgico mais importante para o diagnostico da DHPN é o teste
de antiglobulina direto (TAD).

Contudo, devido a gravidade da doenca houve a necessidade de criar um
método diagndstico que pudesse “prever’ se as mulheres RhD negativas estariam
ou ndo em uma gestacdo de risco. Isso seria importante, segundo Minon et al.
(2008), para diminuir a ansiedade dessas pacientes com relagdo ao
desenvolvimento de uma gravidez de risco. Desse modo, estudo de Chan et al.
(2001) relata o uso do PCR em tempo real para a determinacdo do genétipo RHD
fetal a partir de amostra do liquido aminiético. Entretanto, Freeman, Szczepura e
Osipenko (2009) afirmam que esse método é invasivo e pode promover hemorragia
materno-fetal, além de estar associado ao risco de aborto. A possibilidade de
diagnéstico pré-natal por meio de métodos ndo invasivos comegou a surgir a partir
do estudo realizado por Lo et al. (1997) com amostra de liquido amnidtico e amostra
de sangue periférico de mulheres gravidas, demonstrando de forma pioneira a
presenca de DNA fetal no plasma materno.

Wikman et al. (2012) afirmam que a determinagdo do genoétipo RHD fetal no
primeiro trimestre de gravidez tem por vantagem evitar que mulheres RhD negativas
sejam expostas a doses desnecessarias de imunoglobulina RhD e tenham que

passar por outros métodos mais invasivos, como a amniocentese. Sendo assim,
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diversos pesquisadores como Daniels et al. (2004), Scheffer et al. (2011) e Moussa
et al. (2012) estudam a utilizagcdo do PCR em tempo real para a determinagéo do
gendtipo RHD fetal a partir do plasma materno. Essa técnica, segundo Haas et al.
(2012), esta disponivel na Holanda desde julho de 2011 para mées RhD negativas
que tenham chance de ter uma crianca RhD positiva e pode ser feita com 27
semanas de gestacao. Chitty et al. (2014) complementam que o teste também ja é
realizado na Dinamarca na 262 semana de gestacao. Sciellour et al. (2004) e Gautier
et al. (2005) também estudam a acuracia da técnica na rotina de servicos de saude
na Frangca e no Reino Unido, respectivamente. No Brasil, a técnica ainda nédo é

realizada.
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2 OBJETIVO

Discorrer sobre a técnica utilizada para a determinacéo do gendétipo RHD fetal
a partir de amostra de plasma materno, ressaltando a importancia da sua

implementagé&o na rotina laboratorial.
S&o objetivos especificos:

1) Discorrer sobre as bases genéticas do sistema Rh e como elas
interferem no fendtipo;

2) Discorrer sobre a Doenca Hemolitica Perinatal;

3) Relacionar a técnica de genotipagem RHD fetal com o
acompanhamento das gestacbes de risco para a Doenca Hemolitica

Perinatal.
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3 METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido a partir de revisdo bibliografica no periodo de
junho de 2016 a abril de 2017. Um total de 284 artigos e livros em lingua inglesa e
portuguesa, presentes na base de dados PubMed, no Google Académico e na
Biblioteca Padre Inocente Radrizzani do Centro Universitario S&o Camilo, foram
consultados, dos quais 86 foram descartados, por estarem desatualizados (13) ou

por ndo possuirem informacdes pertinentes ao trabalho (72).

Palavras chaves: Sistema Rh. Doenca hemolitica do recém-nascido. Genotipagem
RHD fetal. Profilaxia anti-D. Genotipagem pré-natal de sistemas sanguineos.
Imunoglobulina Rho(D). Diagnostico da doenca hemolitica perinatal. Tratamento da

doenca hemolitica perinatal.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Sistema Rh

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas sanguineos de acordo com
Cartron (1999). Chérif-Zahar (1991) afirma que a expressdo dos antigenos do
sistema Rh é controlada por dois genes (RHD e RHCE) localizados no braco curto
do cromossomo 1p34.3-1p36.1. Cartron (1994) explica que o gene RHD codifica a
proteina RhD, enquanto o gene RHCE codifica a proteina RhCE. Segundo Westhoff
(2004), esses genes possuem uma similaridade de 97%, sendo que ambos possuem

10 exons.

De acordo com Avent e Reid (2000), os genes RHD e RHCE codificam, mais
frequentemente, 8 haplétipos: Dce, dce, DCe, dCe, DcE, dcE, DCE e dCE. Colin et
al. (1991) complementam que presenca da proteina RhD (representada por D)
caracteriza o fenotipo RhD positivo, enquanto sua auséncia (representada por d)
caracteriza o fenotipo RhD negativo. E importante ressaltar que no fenétipo RhD
negativo o gene RHCE ainda esta presente. Estatisticamente, de acordo com Race
e Sanger (1975), o fendtipo RhD negativo estd presente em 15%-17% dos

caucasianos, em 3%-5% dos africanos e em menos de 0.1% da populacédo asiatica.

Segundo Martin et al. (2013), a delecdo total do gene RHD é o principal
mecanismo do fenétipo RhD negativo, e € responsavel por 70% dos fenétipos RhD
negativos em asiaticos e por 10-23% em africanos. Entretanto, de acordo com
Touinssi et al. (2009), ha também outros dois mecanismos moleculares que inativam
o gene RHD e foram descobertos em afrodescendentes. Kolialexi, Tounta e Mavrou
(2010) afirmam que um deles é o RHD pseudogene (RHDw), que possui uma
duplicacdo de 37-bp entre o intron 3 e 0 exon 4, além de mutacbes missense no
exon 5 e uma mutacdo nonsense no exon 6, o que leva a introducdo de um stop
codon, impedindo assim a transcricdo e traducdo do gene. Esse gendtipo esta
presente em 66% dos africanos RhD negativos. O mesmo autor complementa que o

outro mecanismo, presente em cerca de 15% dos africanos RhD negativos, é a
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hibridizacdo RHD-CE-D, que contém os exons 1, 2, parte do exon 3 e 0s exons 9 e
10 do gene RHD e parte do exon 3 e os exons 4, 5, 6, 7 e 8 do gene RHCE. Os
fendtipos RhD negativo (delecdo e pseudogene) e positivo estdo representados na

figura 1, assim como a organizacgdo dos genes RHD e RHCE.

Figura 1 — Organizacao gendémica do locus RH dos fendtipos RhD mais comuns.

RHD RHCE
I 1o| L RHCESE/R RHCE I
1)4&-&—0#@—%;%;%&%%—-—, 4 Bip
A stoP sTOP ATG
RHD deletado
10 1 8 54 3 Z. 1
2)-= S T .Y
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T TTEIL I T T
Insergéo de 37 pb r;s‘is-;rga w&m

667T>G, 8077>G
674C>T

L3 p DEEEE,
ayal {00 L .

Loy 245 vel G 3% Cis Gil 336 Cis Leu 245 Vai

- Cobo Rhosus ~  Tipb

Fonte: (ZIZA, 2015)

Nota: 1) Representagédo dos genes RHD e RHCE em um RhD positivo. Ambos possuem
organizacao semelhante de 10 exons cada, entretanto, o gene RHD orienta-se no sentido 5’-
3’ enquanto que o gene RHCE orienta-se no sentido 3'-5’ e sao separados por sete exons
do gene SMP1.

2) Delecéo do gene RHD, causa predominante do fenétipo RhD negativo.

3) RHD pseudogene (RHDw) descoberto em afrodescendentes.

4) Estrutura do gene hibrido RHD-RHCE-RHD.

As proteinas RhD e RhCE, de acordo com Ridgwell et al. (1992), estdo
associadas a membrana dos eritrcitos e possuem tamanho aproximado de 30kDa e
por isso sdo chamadas de polipeptidios Rh30. Segundo o modelo proposto por
Hermand et al. (1993), essas proteinas atravessam a membrana do eritrocito 12
vezes, sendo que a porgdo amino terminal e a porcdo carboxila terminal estéo
voltadas para o meio intracelular. Além disso, segundo o0 mesmo modelo, tratam-se

de proteinas ndo glicosiladas. Apesar de todas as semelhancas, Avent et al. (1996)
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afirmam que essas proteinas diferem em 31 aminoacidos localizados entre as

posicoes 121 e 354.

A expressédo das proteinas do sistema Rh, de acordo com Chou e Westhoff
(2010), depende da presenca da proteina RhAG. Logdberg, Reid e Zelinski (2011)
explicam que essa “dependéncia” se da pela associacdo de duas moléculas de
RhAG com duas moléculas de RhD e/ou RhCE. Desde 2010 a proteina RhAG foi
desmembrada do sistema Rh pela Sociedade Internacional de Transfusdo de
Sangue (International Society of Blood Transfusion), sendo considerada a partir de

entdo o 30° grupo sanguineo.

De acordo com Chérif-Zahar (1996), essa proteina é codificada pelo gene
RHAG que esta localizado no cromossomo 6pl11-p21.1. O mapeamento desse gene,
presente no estudo de Matassi et al. (1998), demonstrou que sua organizagdo é
semelhante a dos genes RHD e RHCE, possuindo também 10 exons. Com isso,
Eyers et al. (1994) afirmam que a proteina RhAG é cerca de 38% semelhante as
proteinas RhD e RhCE, sendo a principal diferenca entre elas a presenca de uma N-
glicosidase no primeiro loop extracelular da proteina RhAG. A figura 2 representa o
esquema das proteinas do sistema Rh (RhD e RhCE) e da proteina RhAG,

evidenciando as diferencas entre elas.
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Figura 2 — Representacdo das proteinas RhAG, RhCE e RhD.
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Fonte: (AVENT, REID, 2000)

Nota: Os circulos amarelos e pretos representam os aminoacidos especificos da proteina
RhD. Os circulos vermelhos representam o0s aminoacidos que sao cruciais para 0s
antigenos C/c e E/e. As linhas em zigzag representam os aminoacidos Cys-Leu-Pro que
provavelmente estdo envolvidos no sitio de palmitoilagdo. A N-glicacdo da proteina RhAG
esta representada pela ramificacdo no primeiro loop da proteina.

4.1.1 Variagdes do fenétipo RhD

Segundo Flegel (2017), atualmente sdo conhecidas mais de 500 variacdes do
fenétipo RhD. De acordo com Tippett, Lomas-Francis e Wallace (1996), essas
variacbes podem gerar alteracdes quantitativas e/ou qualitativas na proteina RhD
(figura 3), e apesar da complexidade dos mecanismos moleculares envolvidos, trés

fenotipos se destacam: D fraco, D parcial e DEL.
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Figura 3 — Representacdo das variacdes dos fendtipos RhD.
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Fonte: (ZIZA, 2015)

Nota: Em A esta representado um RhD positivo normal com nimero adequado de antigenos
e todos os epitopos. Em B esta representado o fendtipo RhD fraco com diminuicdo do
nimero de antigenos, mas com todos os epitopos presentes. Em C esté representado o
fend6tipo RhD parcial com niumero adequado de antigenos, mas com alteracao nos epitopos.
Em D esté representado a combinacgédo dos fenotipos RhD fraco e parcial com diminuicdo do
namero de antigenos e alteragédo dos epitopos. E por fim, em E esta representado o fenotipo
DEL, caracterizado por quantidadades muito baixas de proteina D por hemacia.

4.1.1.1 D fraco

Gupta et al. (2016) explicam que o fenétipo D fraco é caracterizado pela
reducdo do numero de antigenos D por hemécia, mas com a presenca de todos 0s
epitopos. Segundo Rizzo et al. (2012) esse fen6tipo esta presente em cerca de 0,2%
a 1% dos caucasianos. Rouillac et al. (1996) afirmam que o fendtipo D fraco é
resultado de erros transcricionais (pareamento irregular) ou pos-transcricionais do
gene RHD, o que, segundo Denomme et al. (2005), leva a mudan¢a de um ou mais
aminoacidos na regido transmembrana ou citoplasmatica do polipeptidio D, o que

acaba impedindo a fixacdo da proteina na membrana do eritrocito. Nesses casos,
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Yazer et al. (2016) explicam que a aglutinagdo com o reagente anti-D monoclonal é

mais fraca do que a esperada, ficando normalmente entre fraca e 2+.

De acordo com Nardozza et al. (2010), os tipos mais frequentes de D fraco
sdo 01l e o2 com 70% e 18% dos casos, respectivamente. Flegel (2007) explica
gue clinicamente os tipos 1, 2, 3, 4.0, 4.1 e 5 podem ser tratados como RhD positivo,
ja que ndo aloimunizam em contato com RhD positivos normais, enquanto os tipos
4.2, 11 e 15 devem ser tratados como RhD negativos pois produzem anti-D em
contato com RhD positivos normais.

4.1.1.2 D parcial

O fendtipo D parcial, segundo Issitt e Telen (1996), sempre envolve
alteracbdes qualitativas do antigeno D que, em alguns casos, podem estar
combinadas com altera¢des quantitativas levando ao fenétipo D parcial fraco. Gorick
et al. (1993) contam que o primeiro registro desse fenotipo foi feito por Argall et al.
em 1953 quando uma pessoa RhD positiva produziu anti-D ap6s receber uma
transfusdo de outra pessoa também RhD positiva. Wagner et al. (1999) explicam
gue varias mutacfes podem levar ao fenétipo D parcial, sendo que a principal é a
hibridizagdo entre os alelos RHD e RHCE. Essa mutacédo, de acordo com Westhoff
(2007), pode causar mudancgas de um ou mais aminoacidos na porgdo extracelular
do polipeptidio D, alterando ou criando novos epitopos e por esse motivo ocorre a

producao de anti-D ao contato com RhD positivo.

4.1.1.1 DEL

Por fim, Wagner (2005) afirma que o fendtipo DEL é caracterizado por niveis
tdo baixos de antigenos D por hemacia que ndo podem ser detectados pelas
técnicas sorolégicas convencionais usadas na rotina, sendo necesséria a realizacao

de técnicas de adsorcéo e eluicdo para sua deteccdo. De acordo com Daniels (2013)
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cerca de 10% a 33% dos asiaticos fenotipados como RhD negativo possuem, na
verdade, essa variagdo. Clinicamente, Flegel (2011) afirma que pessoas com
fendtipo DEL tem grande potencial de desenvolver anti-D quando em contato com
RhD positivo, sendo recomendado que recebam transfusdo de RhD negativos ou de
outro DEL.

4.2 DHPN

4.2.1 Historico

De acordo com Bowman (1997), o primeiro registro da doencga ocorreu em
1609 por uma parteira francesa durante um parto de gémeos em que um nasceu

com hidropisia e o outro com ictericia grave.

Séculos depois, Diamond, Blackfan e Baty (1932) descreveram a anemia
congénita, a ictericia grave e a hidropisia fetal como sintomas de uma mesma
doenca, a qual eles chamaram de eritroblastose fetal. O termo eritroblastose fetal foi
substituido por Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) porque, de acordo com

Urbaniak e Greiss (2000) melhor descreve a ocorréncia da hematopoiese

extramedular do que o quadro geral da doenca.

Darrow (1938) foi o primeiro pesquisador a afirmar que a hemolise fetal era
causada pela passagem transplacentaria de anticorpos maternos. No ano seguinte,
Levine e Stetson (1939) descobriram um anticorpo capaz de causar a hemoalise fetal
a partir de um relato de caso, em que uma paciente do grupo O apresentou reacao
pés-transfusional apés receber concentrado de heméacias de seu marido também do
grupo O, um pouco depois de ter dado a luz a um feto com eritroblastose, sugerindo

que a crianca teria herdado algum antigeno do pai que ndo estaria presente na mae.

O proximo passo crucial para a determinacédo da etiologia e fisiopatologia da
doenca foi a descoberta do sistema Rh por Landsteiner e Weiner (1940). Os autores

observaram que as hemacias de 85% dos humanos aglutinavam na presenca do
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soro do macaco rhesus, enquanto que 15% dos individuos que ndo tinham o

antigeno em seus eritrécitos ndo apresentavam a aglutinacao.

Apesar da importancia dessa descoberta o0 entendimento final da
fisiopatologia da DHPN se deu a partir do estudo de Chown (1954), em que o autor
descreveu a sensibilizacdo materna por meio da hemorragia fetomaterna,
associando esse evento a estimulacdo da producdo de anticorpos maternos pelo

contato com hemaéacias fetais.

Nos anos seguintes, os esforgcos dos pesquisadores se voltaram para a
descoberta e implementacdo de uma profilaxia para a doenca, a qual ser& discutida

no capitulo 4.2.4.

4.2.2 Etiologia

Segundo Schtmacher e Moise (1996), a incidéncia da doenca hemolitica
perinatal € de 1 a cada 1000 recém-nascidos vivos e, de acordo com Kapur et al.
(2014), é causada por aloanticorpos maternos da classe IgG que atravessam a
placenta e mediam a destruicdo dos eritrocitos fetais por meio da fagocitose. Os
aloanticorpos séo provenientes da aloimunizacao, que, segundo Davies et al. (2009),
€ 0 processo que ocorre em resposta a exposicdo de antigenos eritrocitarios
externos por meio de transfusdes ou por meio da hemorragia feto-materna durante a
gestacdo. Uma excecao a essa regra, segundo Basu, Kaur e Kaur (2011), € a DHPN
causada por anticorpos regulares do sistema ABO, que ocorre quase que
exclusivamente em maes do grupo O com fetos do grupo A ou B, ja que nesses

casos a ocorréncia de anti-A e anti-B da classe 1gG é mais comum.

A incompatibilidade materno-fetal é caracterizada pela presenca de um
anticorpo materno contra uma proteina eritrocitaria que esta presente no feto,
entretanto, nem todos o0s casos de incompatibilidade levam ao desenvolvimento da
DHPN.

De acordo com Bennardello et al. (2015) a incompatibilidade ABO é a mais

comum, porém a menos importante do ponto de vista clinico. A maior responsavel
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por casos mais graves da DHPN é a incompatibilidade RhD, segundo Haas et al.
(2015). Comprovando essa informacéo, estudo realizado por Kamp et al. (2005)
demonstrou que 85% dos fetos com DHPN desenvolveram a doenca devido a
presenca do anti-D. Wiener et al. (1988) explicam que isso ocorre devido a alta
imunogenicidade desse anticorpo, ja que a maior parte das imunoglobulinas anti-D
pertencem as subclasse IgG1 e IgG3, sendo que a IgG3 é a mais potente em mediar
a fagocitose. Os autores afirmam que isso ocorre devido a configuracao estrutural do
IgG3, que facilita a sua interagdo com os receptores da por¢cdo Fc dos macrofagos.
Além disso, foi demonstrado que a IgG3 € capaz de mediar a fagocitose por um
periodo de tempo maior que a IgG1.

Segundo Dajak et al. (2013), além do anti-D, aloanticorpos contra mais de 50
proteinas eritrocitarias também podem levar ao desenvolvimento da DHPN em
diferentes niveis de gravidade, como demonstrado na tabela 1. De acordo com
Koelewijn et al. (2009), depois do antigeno D, os antigenos mais imunogénicos em
ordem decrescente sdo: K, E, ¢, Jk e Fy, e portanto, sdo capazes de levar ao
desenvolvimento da DHPN nas formas moderada e grave.

A frequéncia com que esses anticorpos causam a DHPN é demonstrada por

trés estudos representados na tabela 2.
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Tabela 1 — Correlacdo dos aloanticorpos eritrocitarios especificos com a ocorréncia
da doenca hemolitica perinatal.

Risco de desenvolver a

Sistema sanguineo Anticorpo DHPN em criangas positivas Gravidade da doencga
para o antigeno
Anti-A
ABO  TTrTmrmmmmmommmmomoeees Baixo risco Moderada
Anti-B
Anti-D Alto risco Muito grave
Anti-c Alto risco Grave ou moderada
o
Anti-E Médio risco Algumas_vgzes grave, mas a
maioria moderada
Outros Médio risco Maioria moderada
Anti-K Alto risco Grave ou moderada
Kell s oooooooooooooooo-
Outros Médio risco Grave
Anti-Fya Médio risco Moderada
DUffy  mmmmmmmmmmmmmmmmmmo o ooooooooooooooo-
Anti-Fyb Médio risco Moderada
Anti-Jka Baixo risco Moderada
Kidd e oom oo
Anti-Jkb Baixo risco Moderada
Anti-M Baixo risco Maioria moderada
Anti-N Baixo risco Maioria moderada
MNS Anti-S Baixo risco Maioria moderada
Anti-s Baixo risco Maioria moderada
Outros Baixo risco Maioria moderada
| Anti-1
Lewis Anti-Le
______________________________________________________________ Nenhum risco devido a
P1PK Anti-P1 baIXISSSIm,a expressao
desses antigenos pelos
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' eritrécitos fetais
Lutheran Anti-Lu
Yt Anti-Yt
Outros Risco muito baixo Raramente é grave

Fonte: (HAAS et al., 2015)
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Tabela 2 — Frequéncia em que os aloanticorpos causam a DHPN.

Dajak, Stefanovic e

Anticorpos Gapkun (2011) Chinoca et al. (2012) Hassan et al. (2014)
anti-D 63,10% 64,30% 21,42%
anti-c 18% 1,20% 7,14%
anti-C 3,60% 17,60% -
anti-E 6,30% 4,10% 21,42%
anti-Cw 0,90% <1% -

anti-Rh17 2,70% - -
anti-K 2,70% 2,50% 14,30%

anti-Kpa - <1% -
anti-Fya 0,90% <1% -
anti-S 0.90% <1% 7,14%
anti-Jka - <1% -
anti-Jkp - <1% -
anti-U - <1% -
anti-Dia - 2% -
anti-V - <1% R
alo IgG indeterminada - 2% -
autoanticorpo 0,90% <1% -
anti-E + anti-c - - 14,30%
anti-k + anti-Lub - - 7,14%
anti-K + anti-JkP - - 7,14%

Fonte: Autoria prépria baseado em DAJAK; STEFANOVIC; CAPKUN, 2011; CHINOCA et al,

2012; HASSAN et al, 2014
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4.2.3 Fisiopatologia

De acordo com Hadley (2002) a patogénese da DHPN pode ser dividida em
quatro etapas: aloimunizacdo da mae, passagem dos anticorpos pela placenta,
destruicdo dos eritrocitos fetais sensibilizados pelos anticorpos maternos e as
manifestagdes clinicas causadas pela destruicdo das hemacias.

4.2.3.1 Aloimunizagdo materna

Durante a gestacao, segundo explica Dajak et al. (2013), o sangue fetal entra
em contato com o sangue materno por meio de hemorragias fetomaternas, que
ocorrem normalmente durante o terceiro trimestre da gravidez e imediatamente apos
o parto. Uma vez que os eritrocitos fetais entram em contato com o sangue materno
0s antigenos provenientes dos genes presente no pai sdo passiveis de levar ao

desenvolvimento de anticorpos pela méae.

Yazdanbakhsh, Ware e Noizat-Pirenne (2012) explicam que a aloimunizacao
materna compreende varias etapas, sendo elas: reconhecimento do antigeno
eritrocitario, processamento e apresentacdo do antigeno por meio da interacdo MHC
classe II-TCR, ativacdo dos linfocitos TCD4 para o perfil Th2, interacdo desses
linfécitos Th2 com os linfocitos B, diferenciacdo dos linfécitos B em plasmécitos e,
por fim, secrecdo dos anticorpos contra 0 antigeno eritrocitario em questdo. A figura

4 representa 0s processos envolvidos na aloimunizacao.
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Figura 4 - Esquema representativo dos processos envolvidos na aloimunizacao.
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4.2.3.2 Fisiopatologia no feto

Uma vez formados, somente os anticorpos da classe IgG séo capazes de
atravessar a barreira placentaria como ja dito anteriormente. Isso porque, segundo
afirmam Story, Mikulska e Simister (1994), os sinciciotrofoblastos expressam
receptores para o dominio Fc dos anticorpos IgG (FcRn). Segundo Kohler e Farr
(1966) a passagem do IgG pela placenta € lenta até aproximadamente 24 semanas
de gestacdo, depois disso, a taxa de transferéncia aumenta exponencialmente até

gue os niveis de IgG no feto excedam os niveis de IgG na mae.

De acordo com Doyle et al. (2014), quando os anticorpos maternos atingem a
circulacado fetal e se ligam ao antigeno nos eritrocitos, sdo capazes de causar
anemia por dois mecanismos: a hemdlise extravascular que ocorre pela opsonizacéo
da fagocitose, por meio da ligacdo do receptor para a por¢do Fc dos anticorpos
presentes nos macrofagos, e a supressdao da eritropoiese. Esses mecanismos

dependem do anticorpo presente, por exemplo, Lee (2007) e Tuson et al. (2011)
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afirmam que o anti-K do sistema Kell é capaz de suprimir a eritropoise por induzir a
destruicdo de células progenitoras da linhagem eritréide. Heathcote, Carroll e Flower
(2011) complementam ainda que o mesmo ocorre com o anti-GPMur do sistema
MNS.

Uma vez que a anemia intensa esta instalada, o organismo fetal desenvolve
mecanismos compensatorios para suprir a falta de oxigenacgao, que, de acordo com
Haas et al. (2015), envolvem a eritropoiese extramedular pelo figado e o aumento
dos batimentos cardiacos. Machin (1981) explica que a consequéncia da sobrecarga
hepatica é a diminuicdo da producéo de albumina, levando a diminuicdo da pressao
osmotica coloidal do plasma e ao quadro de hidropisia fetal, enquanto o resultado da

sobrecarga cardiaca é a insuficiéncia cardiaca congestiva.

O resumo da fisiopatologia no feto esté representado na figura 5.

Figura 5 — Fisiopatologia da DHPN no feto.
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4.2.3.2 Fisiopatologia no neonato

No neonato o maior problema decorrente do quadro de anemia, segundo
Akanmu et al. (2015), é a hiperbilirrubinemia. O aumento dos niveis séricos de
bilirrubina ocorre porque, segundo explica Tenhunen, Marver e Schmid (1968), o
grupo heme da hemoglobina liberada durante a hemolise € convertido em bilirrubina,

como demonstrado na figura 6.

Figura 6 — Metabolismo da bilirrubina a partir da degradacdo da hemoglobina e
enzimas envolvidas no processo.
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Birchenall et al. (2013) explicam que a hiperbilirrubinemia traz mais prejuizos
para 0 neonato do que para o feto porque durante a gestacdo a bilirrubina é
conjugada pelo figado materno, enquanto que apds o nascimento o figado infantil

nao é capaz de conjugar com eficiéncia o excesso de bilirrubina.

De acordo com Calkins et al. (2015), além de causar ictericia neonatal, o
excesso de bilirrubina ndo conjugada pode atravessar a barreira hematoencefalica e
se depositar no sistema nervoso central resultando na doenga conhecida como
Kernicterus. Os mesmos autores afirmam que a Kernicterus pode levar a perda da

sensibilidade auditiva, atraso do desenvolvimento, paralisia cerebral e morte.

4.2 .4 Profilaxia

Segundo contam McBain, Crowther e Middleton (2015), em 1961 o
pesquisador Stern descobriu que a sensibilizacdo pelo antigeno RhD poderia ser
previnida por meio da administracao de anti-D. Conseguinte a essa descoberta dois
estudos experimentais revelaram a eficacia da administragdo do anticorpo anti-D. No
primeiro estudo, realizado por Finn et al. (1961), seis homens RhD negativos foram
sensibilizados com 5 ml de sangue RhD positivo e, posteriormente, trés deles
receberam 10 ml de solucdo anti-D. Apdés a quantificacdo de eritrécitos RhD
positivos nas amostras de sangue dos seis homens nos dias 2, 4 e 14, os autores
concluiram que a administragcdo de anti-D foi capaz de eliminar 50% desses
eritrocitos no dia 2. No segundo estudo, feito por Freda, Gorman e Pollack (1965),
nove homens RhD negativos receberam 2 ml de sangue RhD positivo uma vez por
més durante 5 meses. Quatro desses homens receberam 5 ml de anti-D a cada
més, 24 horas depois de receberam o sangue RhD positivo. Apds a analise dos
titulos de anti-D a cada més nos nove homens, os autores concluiram que os que
receberam a imunoglobulina ndo sofreram aloimuniza¢do, enquanto que quatro dos
cinco homens do grupo controle formaram anti-D. Tendo em vista 0 sucesso dos
experimentos, Kumpel (2006) afirma que imunoglobulina anti-D foi introduzida na
rotina clinica na década de 1970.
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Kumpel (2007) explica que a imunoglobulina anit-D é produzida a partir de
pool de plasma de doadores com altos titulos de anti-D. Seu mecanismo de acgéo
principal, segundo afirmam Yver et al. (2012), € reconhecer os eritrécitos fetais RhD
positivos que ganham a circulacdo materna e mediar sua destruicdo por meio da

fagocitose antes que possam estimular a proliferacao de linfécitos B RhD-reativos.

O protocolo de quando a imunoglobulina deve ser administrada, assim como
a dose de adminsitracdo varia de pais para pais e de organiza¢do para organizacao.

Esses protocolos estéo representados na tabela 3.

No Brasil, o recomendado pela resolugdo SS-199, de 6/10/2010 da secretéaria
de Saude do Estado de S&o Paulo € que a administracdo da imunoglobulina anti-D
seja feita em gestantes RhD negativo ndo sensibilizadas, se o parceiro for RhD
positivo ou desconhecido, nas seguintes situacfes: 282 semana de gestacdo, apos
0 parto, nas sindromes hemorragicas (abortamento, gestacdo ectépica, gestacao
molar, placenta de insercdo baixa, descolamento prematuro de placenta,
sangramentos inexplicados, etc.), apos aborto ou obito fetal, apds trauma abdominal,
apos procedimento invasivo (cordocentese, amniocentese, biopsia de vilo corial) e

apos realizacao de versao cefalica externa.

Segundo Gémez-Arbonés (2002), para que a prevencdo da aloimunizacéo
seja mais eficaz a dose de imunoglobulina adiministrada deve ser ajustada ao
volume de hemorragia fetomaterna, sendo que 300 ug de RhIG é suficiente para

proteger contra 15 mL de hemacias fetais.
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Tabela 3 — Protocolo de profilaxia anti-D pré-natal de acordo com as principais
recomendacdes internacionais.

Dose recomendada (ug) Semana

Canada (SOGC) 300 (ou 100-120) 28 (ou 28 e 34) e pobs parto
talia (SIMTI-SIGO) 250-300 28 e pos parto
Estados Unidos (ASCP) 300 28-30 e pos parto
Estados Unidos (ACOG) nao especificado 28 e pos parto
Estados Unidos (USPSTF) 300 24-28 e pos parto
Reino Unido (NICE) 100 28, 34 e pos parto
Reino Unido (BCSH) 100 28, 34 e pos parto
Australia (NHMRC) 125 28, 34 e pds parto
Australia (RANZCOG) 125 28, 34 e pos parto
Franga (CNGOF) 300 28 e pos parto
Paises Baixos (CHI) 200 30 e pos parto
Espanha (SETS-SEOG) 300 28 e pos parto

SOGC: Sociedade de Obstetras e Ginecologistas do Canada

SIMTI: Sociedade Italiana de Medicina Transfusional e Imunohematologia
SIGO: Sociedade Italiana de Ginecologia e Obstetricia

ASCP: Sociedade Americana de Patologia Clinica

ACOG: Agremiagdo Americana de Obstetras e Ginecologistas

USPSTF: Forca Tarefa de Senigos Preventivos dos Estados Unidos
NICE: Instituto Nacional de Exceléncia Clinica

BCSH: Comité Britanico para Padrdes em Hematologia

NHMRC: Conselho Nacional de Salde e Pesquisa Médica

RANZCOG: Agremiacdo Real Australiana e Neozelandés de Obstretas e Ginecologistas
CNGOF: Agremiag&o Nacional Francesa de Obstretas e Ginecologistas
CHI: Conselho de Seguro de Saude

SETS: Sociedade Espanhola de Transfusdo Sanguinea

SEOG: Sociedade Espanhola de Obstetricia e Ginecologia

Fonte: (LIUMBRUNO et al., 2010)

Dois métodos séo utilizados para quantificar o grau de hemorragia: o teste de
Kleihauer-Betke e a citometria de fluxo. De acordo com Kim e Makar (2012) o teste
de Kleihauer-Betke baseia-se no principio de que a hemoglobina fetal é resistente a
eluicdo acida enquanto que a hemoglobina adulta é sensivel. Segundo Baiochi et al.

(2004), o procedimento é realizado da seguinte forma: apO0s a confecgdo do

esfregaco de sangue periférico materno, a lamina é fixada em alcool 80% e
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posteriormente imergida em solucdo acida de citrato tamponada com pH de 3,2 a
37°C por 5 minutos e a coloragéo subsequente da lamina com hematoxilina permite
diferenciar as hemacias fetais das hemacias maternas (figura 7). Ja a citometria de
fluxo, segundo explicam Dziegiel, Nielsen e Berkowicz (2006), tem por principio a
utilizacéo de anticorpos anti-HbF conjugados com fluorocromos, que ao se ligarem a
hemoglobina fetal, em eritrécitos previamente permeabilizados, geram uma luz
fluorescente que € quantificada pelo citometro, permitindo entdo estimar a

guantidade de hemacias fetais presentes no sangue materno.

Figura 7 — Teste de Kleihauer-Betke a partir de sangue materno aloimunizado apo6s
hemorragia fetomaterna.

Fonte: (GEAGHAN, 2011)

Nota: A resisténcia da hemoglobina fetal ao tratamento acido destaca as células fetais na
amostra de sangue materno: as células fetais (cor de rosa brilhante) aparecem mais escuras
e as células maternas (“fantasmas”) aparecem mais claras.

Estudo realizado por Geifman-Holtzman et al. (1997) comprova a eficacia da
utilizacado da imunoglobulina anti-D como forma de profilaxia, a partir de um conjunto
de estudos de diferentes autores e anos, em que foram mensuradas as frequéncias

de anticorpos irregulares em gestantes. O resultado encontra-se na tabela 4.
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Esse estudo demonstra a diminuicdo da frequéncia do anti-D em gestantes
ao longo dos anos: de 43.3 por 1000 amostras em 1967 para 2.6 por 1000 amostras
em 1996. O autor afirma que a diminuicdo da aloimunizac&o por anti-D é reflexo do
uso generalizado da profilaxia RhlG como parte da rotina pré-natal de mulheres RhD
negativas. Além disso, a analise desses dados revela que os antigenos K, E e ¢ séo
as principais causas de aloimunizacao depois do antigeno D em gestantes.

Tabela 4 — Numero de anticorpos por 1000 amostras de mulheres aloimunizadas em
idade reprodutiva.

Queenan et al Pepperell et al Filbey et al Geifman-
Anti Polesky (1967
nticorpo olesky (1967) (1969) (1977) (1995) Holtzaman et al
(1996)
D 43.3 16.5 1.3 14 2.6
E 1.9 1.9 1.0 0.5 2.0
c 1.6 0.7 0.8 0.3 0.7
K 2.2 1.6 0.5 0.4 3.2
Lea, Leb 2.2 2.8 24 2.2 3.0

Fonte: (GEIFMAN-HOLTZMAN et al., 1997)

Sabendo gue o0s anticorpos contra esses antigenos também sao passiveis de
levar ao desenvolvimento da DHPN de forma moderada ou grave e que a
imunoglobulina anti-D somente previne a aloimunizagdo contra o antigeno D,
medidas alternativas para evitar a formacdo de outros aloanticorpos clinicamente
significantes tém sido tomadas em diversos paises. Segundo Moise Junior (2000) e
Koelewijn et al. (2009), na Australia e nos Paises Baixos respectivamente, somente
concentrado de hemacias Kell negativo € transfundido em mulheres em idade
reprodutiva. Ainda segundo Dajak et al. (2013), na Croacia, aléem de transfuséo de
sangue Kell negativo, as mulheres também devem receber sangue RhC, Rhc e RhE

compativeis desde 2006.
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4.2.5 Diagnostico

4.2.5.1 Diagnostico da incompatibilidade materno fetal

A primeira etapa para o diagnéstico da incompatibilidade materno fetal &
saber se a mée possui algum aloanticorpo. De acordo com o Manual de
Perinatologia (2012) a deteccdo de aloanticorpos se faz através da pesquisa de
anticorpos irregulares (PAI). Oliveira, Ribeiro e Vizzoni (2013) explicam que essa
deteccao é feita a partir da reacdo do soro do paciente com duas ou trés hemacias
do grupo O e fendtipo conhecido. Os autores acrescentam ainda que toda pesquisa
de anticorpos irregulares positiva deve ter a especificidade do anticorpo investigada
por meio de um painel de hemé@cias industrializadas, contendo de 10 a 30 frascos de
hemacias do grupo O de diferentes individuos, previamente fenotipados para os
principais sistemas sanguineos. Baiochi e Nardozza (2009) afirmam que o teste
deve ser realizado para todas as gestantes na primeira consulta pré-natal e caso

seja negativo, repetido na 282 semana de gestacao.

Uma vez identificado, Moise (2005) afirma que o anticorpo deve ser titulado e
a titulacdo deve ser repetida a cada 4 semanas até a 242 semana de gestacéo e,

apartir de entdo, a cada 2 semanas.

Em paralelo, Satake et al. (2010) recomendam que o pai seja testado para a
presenca do antigeno ao qual o anticorpo € dirigido, pois se o pai for negativo para o
antigeno em particular entdo a avaliagdo posterior do feto é desnecessaria,
enquanto que se o pai for positivo para o antigeno o préximo passo geralmente

requer acompanhamento fetal para possivel anemia.
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4.2.5.2 Diagndéstico pré-natal

4.2.5.2.1 Genotipagem RHD por meio do plasma materno

Bombard et al. (2011) explicam que a genotipagem RHD fetal € util para
estabelecer a conduta clinica do pré-natal de mulheres RhD negativas que tenham
parceiro heterozigoto. Isso porque, segundo Schoot (2003), quando o parceiro é
heterozigoto ha 50% de chance de o feto ser RhD positivo, enquanto que quando o
parceiro é homozigoto essa chance é de 100% e portanto, ndo h&a a necessidade de
realizar a genotipagem. Quanto a conduta clinica, a técnica auxilia porque, de
acordo com Bianchi et al. (2005), se for constatado que o feto é RhD negativo
nenhum procedimento invasivo futuro serd necessério, enquanto que se um feto
RhD positivo for identificado a gestante tera que ser monitorada frequentemente
para o risco de aloimunizacdo e de anemia fetal. O esquema da aplicacdo da
genotipagem na conduta pré-natal de gestantes RhD negativas esta representado
na figura 8.
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Figura 8 — Fluxograma demonstrando a aplicacdo da genotipagem RHD fetal na
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Nota: As linhas pontilhadas representam a correlacdo dos exames, equanto as linhas

continuas representam a conduta a ser seguida.

USG: ultrassonografia.

ACM: artéria cerebral média.

VSM: velocidade sistdlica maxima.
TIU: transfusao intrauterina.
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Segundo Tounta et al. (2011), a genotipagem RHD fetal pode ser realizada
utiizando DNA fetal proveniente do liqguido amnidtico (amniocentese) ou das
vilosidades coridnicas, entretanto, esses procedimentos sdo invasivos e, além de
aumentarem o risco de aloimunizacdo materna devido a hemorragia materno-fetal,
também podem levar ao aborto. A possibilidade de realizar a genotipagem por
métodos ndo invasivos surgiu com a descoberta da presenca de DNA fetal livre no
soro ou plasma materno por Lo et al. (1997). Lo et al. (1998) também demonstram
gque a quantidade de DNA fetal livre no plasma materno é apropriada para a
detecgdo e aumenta de 3,4% no primeiro trimestre de gestagdo para 6,2% no

terceiro trimestre.

Apesar de alguns autores, como Machado et al. (2006), utilizarem o PCR
convencional para a determinacdo do gendtipo RHD fetal, o ideal segundo Schoot,
Hahn e Chitty (2008) é utilizar o PCR em tempo real (tecnologia TagMan) por ser
uma plataforma confiavel, robusta e permitir a analise de mais de um loci
simultaneamente. De acordo com Arya et al. (2005) a técnica de PCR em tempo real
utilizando a tecnologia TagMan difere do PCR convencional pela adicdo de sondas
complementares a sequéncia de interesse, nao-extensiveis e que emitem
fluorescéncia por possuirem um reporter fluorescente no sentido 5 e um quencher
(absorve a fluorescéncia do reporter) no sentido 3'. O autor explica que a sonda
hibridiza com a sequéncia alvo no sentido contrario ao anelamento do primer e é
quebrada pela acado da enzima Taq polimerase (endonuclease 5’-3’) durante a fase
de extensdo, fazendo com que o reporter se separe do quencher e a fluorescéncia
seja emitida, aumentando de intensidade cada vez que a sequéncia alvo é
amplificada. O principio da técnica esta esquematizado na figura 9.

De acordo com Dovc-Drnovsek et al. (2013), para que a genotipagem seja
bem sucedida é necesséario aumentar o rendimento do DNA fetal, selecionar as
regibes apropriadas do gene RHD e incluir marcadores e controles adequados. Para
tanto, diversos protocolos sdo empregados pelos pesquisadores. Estudo de
Geifman-Holtzman, Grotegut e Gaughan (2006) constatou, a partir de 37

publicacdes em lingua inglesa, um total de 44 protocolos diferentes.
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Figura 9 — Representacado do principio do PCR em tempo real utilizando a tecnologia
TagMan.

Quando a sonda TagMan esta intacta, o
reporter e o quencher ficam perto um do
outroo 0 que previne a emissdao da
fluorescéncia

Sonda
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O primer e a sonda TagMan q oy =

5
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complementar apos a S‘W

desnaturacao cDNA
Reporter
fluoréforo o (& Quencher
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fase de extensdo, a atividade ¥ &

endonuclease 5’ da Taq polimerase

cliva a sonda, separando o reporter ° W
e o quencher e a fluorescéncia é »

detectada

Fonte: (ARYA et al., 2005)

A primeira mudanca nos diversos protocolos é quanto ao tipo de amostra, seu
preparo e sua estocagem. Estudo de Houfflin-Debarge et al. (2000) confirmou a
presenca de DNA fetal no soro e no plasma materno em quantidades suficientes
para realizar o diagnostico pré-natal por PCR. O mesmo estudo demonstrou, no
entanto, uma maior sensibilidade no diagnéstico utilizando o plasma. Schoot, Hahn e
Chitty (2008) afirmam que a desvantagem de utilizar o soro é que a camada leuco-
plaguetaria ndo esta disponivel para eventual genotipagem materna. Sendo assim, o
EDTA é normalmente o anticoagulante de escolha para as amostras de plasma, pois
estudo de Lam et al. (2004) demonstrou que com o uso do EDTA os niveis de DNA
livre sofrem menos variacbes (comparado ao uso de heparina ou citrato) se o

sangue for armazenado por mais de 24 horas.

Quanto ao processamento da amostra, enquanto alguns autores como Costa

et al. (2002) e Gautier et al. (2005) empregam uma unica centrifuga¢cao, outros como



43

Hromadnikova et al. (2005a) e Moise et al. (2013) preferem utilizar duas
centrifugacdes para que haja a remoc¢ao do material celular de forma mais eficaz.
Quanto a estocagem, também ha divergéncia entre os autores. Enquanto Miiller et
al. (2008) e Hromadnikova et al. (2005b) afirmam que a estocagem deve ser feita a
-80°C, Amaral et al. (2011) e Clausen et al. (2005) utilizam a estocagem a -20°C.

Outra modificacdo do protocolo esta na segunda etapa da genotipagem: a
extracdo do DNA. De acordo com Dovc-Drnovsek et al. (2013) a extracao pode ser
manual ou automatizada. Clausen, Damkjar e Dziegiel (2014) afirmam que a
extracdo automatizada do DNA € um método reprodutivel, que aumenta o
rendimento de DNA fetal e envolve menos erros de manipulacdo que o método
manual. Além disso, Finning et al. (2008) complementam que trata-se de um método
robusto, com capacidade para 88 amostras por corrida.

Quanto a selecéo das regides a serem amplificadas do gene RHD, Daniels et
al. (2007) afirmam que os primers devem ser escolhidos de forma que o gene RHCE
nao seja amplificado e que ndo ocorra resultados falsos devido a presenca do
pseudogene (RHDw) ou do gene hibrido RHD-CE-D. Segundo Sciellour et al. (2007)
a primeira geragdo dos testes de PCR era baseada na amplificacdo de uma uUnica
regido do gene RHD, entretanto, devido as diversas variantes apresentadas pelo
gene os estudos subsequentes demonstraram ser importante o uso de primers para
mais de uma regido. Wang et al. (2009) afirmam ser possivel amplificar os exons 4,
5,7 e 10 e o intron 4 do gene RHD. A situacdo em gque cada uma dessas regides &
amplificada, de acordo com o gene presente, esta representada na tabela 5. Estudo
de Johnson et al. (2003) comparou a sensibilidade e a especificidade da técnica
utilizando: a) somente o exon 4, b) somente o exon 5, ¢) somente 0 exon 10 e d)
multiplos exons. Os valores maiores de sensibilidade e especificidade foram obtidos

utilizando multiplos exons, conforme demonstrado na tabela 6.
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Tabela 5 — Situagcbes em que ocorre a amplificagcdo dos éxons, de acordo com o gene
presente.

Delecéo total do

Regido do gene Gene RHD intacto gene RHD RHD w RHD-CE-D
Exon 4 Amplificacédo N&o amplificacédo N&o amplificacédo N&o amplificacédo
Exon 5 Amplificagcédo N&o amplificagédo N&o amplificacédo N&o amplificacéo
Exon 7 Amplificagéo N&o amplificagéo Amplificagc&o N&o amplificagéo
Exon 10 Amplificacédo N&o amplificacédo Amplificacéo Amplificacédo

Fendtipo RhD positivo RhD negativo RhD negativo RhD negativo

Tabela 6 — Comparacdo da sensibilidade e da especificidade dos resultados da
genotipagem obtidos a partir de diferentes exons do gene RHD.

Mualtiplos
Exon 4 Exon 5 Exon 10 exons
Sensibilidade 62 50 94 100
Especificidade 91 100 36 91

Fonte: (JOHNSON et al., 2003)

De acordo com Legler et al. (2009) o ideal é que sejam incluidos controles
para a deteccdo do DNA fetal nos ensaios de genotipagem RHD fetal, em especial
nas amostras em que nado houve amplificacdo do gene (feto RhD negativo). Os
varios protocolos também diferem quanto ao uso ou ndo desses marcadores, além
do tipo de marcador escolhido. Uma possibilidade, segundo Minon et al. (2009), é
utilizar o gene SRY presente no cromossomo Y, que entretanto, somente € Util nas
gravidezes em que o feto € do sexo masculino. Brojer et al. (2005) afirmam que
outra possibilidade € a pesquisa de polimorfismos de insercdo ou delecdo que
estejam presentes no pai, mas que estejam ausentes na mée. Essa técnica,

segundo afirmam Daniels et al. (2009), possui uma série de desvantagens: ndo é
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possivel incorporar esses polimorfismos no multiplex junto com a amplificacdo do
gene RHD; eles muitas vezes nao sao informativos, a menos que um grande namero

de polimorfismos seja empregado e torna o teste mais demorado e mais caro.

Por isso, Hyland et al. (2009) sugerem que, se um feto RhD negativo do sexo
feminino for identificado, um ensaio de amplificacdo do gene supressor de tumor
RASSF1A seja realizado. O autor explica que o promotor desse gene é
hipermetilado no DNA proveniente do feto e hipometilado no DNA materno e,
portanto, apos 0 uso de uma enzima de restricdo sensivel a metilacdo (BstUl) o DNA

materno é removido e somente o gene proveniente do feto serd amplificado.

4.2.5.2.1.1 Problemas da genotipagem e possiveis solucdes

Segundo Turner, Martin e O’Leary (2003), no caso da genotipagem RHD fetal,
0s resultados falsos positivos ndo possuem tanto significado clinico, pois tem por
consequéncia a administracdo desnecessaria da imunoglobulina anti-D, né&o
diferindo do protocolo seguido atualmente. Por outro lado, segundo afirmam Finning
et al. (2008), os resultados falsos negativos sdo mais graves porque sem a
administracdo da imunoglobulina RhD (RhIG) h& um grande potencial de
aloimunizacdo e do feto desenvolver a Doenca Hemolitica Perinatal na gravidez

atual ou nas subsequentes.

Bianchi et al. (2005) afirmam que os resultados falsos negativos ocorrem
principalmente pela baixa quantidade de DNA fetal presente na amostra materna
devido ao inicio da gestacao (primeiro trimestre) ou devido ao método escolhido ndo
ser sensivel o suficiente para detectar quantidades baixas de DNA fetal. Visando
evitar o problema, Dovc-Drnovsek et al. (2013) recomendam o uso de marcadores
de DNA fetal, como o gene SRY e 0 RASSF1A, para que sua presenca na amostra

seja confirmada.

Outro problema, de acordo com Cardo, Garcia e Alvarez (2010), € que o
excesso de DNA materno na amostra dificulte a deteccao dos genes fetais. Daniels

et al. (2004) explicam que esse excesso pode ocorrer devido a lise celular, que
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acontece antes do plasma ser separado, em amostras que demoram muito para
serem centrifugadas e armazenadas. Sendo assim, Miuller et al. (2008) né&o
recomendam que as amostras demorem mais de 5 dias para serem processadas.
Uma forma de estimar a quantidade de DNA presente na amostra, e assim saber se
h& excesso de DNA materno, é pela amplificacdo de genes comuns tanto ao feto
quanto a mae, sendo exemplos o gene da -globulina utilizado por Manzanares et al.
(2014) e o0 gene CCR5 utilizado por Daniels et al. (2004).

De acordo com Sedrak et al. (2011) os resultados falsos positivos podem ser
atribuidos as variantes do gene RHD, como a presenca de alguns tipos de D fraco e
a presenca do gene nao funcional (pseudogene (RHDw) e hibridizacdo RHD-CE-D).
Outro problema que pode levar a um resultado falso positivo, segundo afirmam
Clausen et al. (2012), é a presenca de uma das variantes citadas acima na mae.

Sabendo que essas mutacdes estdo presentes com maior frequéncia em
determinadas populacdes, como o RHDw em afrodescendentes, Finning et al.
(2002) afirmam que para a realizacdo da genotipagem € importante conhecer a etnia
dos pais. Entretanto, no Brasil o desafio é ainda maior, porque de acordo com
Machado et al. (2006) o intenso processo de miscigenacdo fez com a populacéo
brasileira fosse Unica em sua origem étnica sem qualquer distincdo clara de racas no

pais.

Uma forma de resolver o problema, segundo Avent (2008) € utilizar primers
para dois ou mais exons do gene RHD e nunca utilizar sozinho o exon 10, pois sua
amplificacdo ocorre tanto no D positivo normal quanto nos genes nao funcionais.
Finning et al. (2002) recomendam ainda o uso combinado de primers para 0s exons
4 elou 5 com o exon 10, pois se houver a presenca do RHDw e/ou do RHD-CE-D a

amplificacdo sera negativa para os exons 4 e 5 e positiva para o exon 10.

Outra pratica proposta por Tounta et al. (2011), para evitar tanto os resultados
falsos negativos quanto falsos positivos, € utilizar duas aliquotas separadas de
plasma da mesma amostra e analisa-las em duplicata, resultando em um total de

guatro replicatas.

Estudo realizado por Ziza (2015) demonstra a eficacia da utilizacdo dessas

praticas, ja que nenhum resultado falso positivo ou falso negativo foi encontrado. No
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estudo a genotipagem RHD fetal foi realizada por meio da amplificacédo dos exons 5
e 7, escolhidos por permitirem distinguir o RHDw (amplificacdo do exon 7 e auséncia
de exon 5) do gene RHD intacto (amplificacdo tanto do exon 5 quanto do exon 7).
Além disso, a alta acuracia também se deu pela utilizagdo de controles tanto para a
guantidade de DNA total na amostra, por meio da amplificacdo do gene CCRS5,
quanto para a reacdo do PCR em tempo real, adicionando a cada reagcdo uma
amostra previamente caracterizada como RhD positivo, uma previamente
caracterizada como RhD negativo e agua. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata ou triplicata.

4.2.5.2.1.2 Vantagens da genotipagem RHD fetal

Estudo de diversos autores de diferentes nacionalidades comprovou que a
técnica é sensivel e especifica, com pouca ocorréncia de resultados falsos negativos

e positivos, segundo demonstra a tabela 7.
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Tabela 7 — Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo da genotipagem RHD fetal realizada por diferentes autores utilizando
diferentes protocolos.

Akolekar et al. Zhouetal. Dovc-Drnovéeka Amaraletal. Bombard etal. Cardo, Garciae Wang etal.
(2011) (2005) etal. (2013) (2011) (2011) Alvarez (2010) (2009)
Pais do estudo Inglaterra Estados Unidos Eslovénia Brasil Estados Unidos Espanha China
Numero de 591 98 153 88 236 100 78
gravidas
geslctj:cc:snal 11-13 semanas 10-42 semanas 7-38 semanas 11-39 semanas 12-13 semanas 9-13 semanas 14-40 semanas
Regides do intron 4 e exons intron 4 e exons
gene RHD exons5e7 exons4,5e10 exons4,5e10 exons45e7 exons5e7
- 5,7e10 5,7e10
amplificadas
Estlmatlva da amplificacdo do amplificagéo do ampliicacdo do amplificacdo do amplificagéo do ampliicagdo do - amplificacdo do
quantidade total ene CCR5 ene GAPD gene da ene CCR5 ene TGIE gene da - gene da -
de DNA g 9 albumina (ALB) ¢ g globulina (GLO) globulina (GLO)
amplificacédo do amplificaco do amplificagdo do amplificagdo dos amplificacéo do
Marcador fetal ene SRY ene SRY ene SRY genes SRY, ene SRY
g g g DBY e TTTY2 g
Resultados
0, 0, 0, 0, * 0, 0, 0,
inconclusivos 84 (14,3%) 6 (6,1%) 0 (0%) 3(3,4%) 16* (6,8%) 2 (2%) 3(3,8%)
Resultados o) o5 706)  02(93.0%) 153 (100%)  85(96.6%) 207 (87.7%) 98 (98%) 75 (96,2%)
conclusivos
Resultados
verdadeiros 332 68 100 58 138 55 60
positivos
Resultados
verdadeiros 164 26 53 27 63 40 10
negativos
Resultans 0 0 0 0 2 3 5
falsos positivos
Resultadqs 6 0 0 0 4 0 0
falsos negativos
Sensibilidade 98.2% 100% 100% 100% 97,20% 100% 100%
Especificidade 100% 100% 100% 100% 96,90% 93% 66,60%
Valor preditivo 100% 100% 100% 100% 98,60% 95% 92,30%
positivo
Valorpreditvo g6 g, 100% 100% 100% 94,00% 100% 100%

negativo

*as outras 13 amostras restantes foram idenficadas como portadoras do RHD pseudogene

Fonte: Autoria propria baseado em Akolekar et al. (2011), Zhou et al. (2005), Dov¢-
Drnovseka et al. (2013), Amaral et al. (2011), Bombard et al. (2011), Cardo, Garcia e
Alvarez (2010), Wang et al. (2009)
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Analisando esses dados vemos que cerca de 30% a 40% das mulheres RhD
negativas recebem a imunoglobulina anti-D desnecessariamente, por estarem
esperando uma crianca também RhD negativa. Sendo assim, Freeman, Szczepura e
Osipenko (2009) afirmam que a genotipagem RHD fetal tem o poder de permitir que
a profilaxia pré-natal seja administrada somente em mulheres que estejam em uma
gravidez de risco. Isso é importante porque, sabendo que a RhIG é produzida a
partir de um pool de plasma de doadores, Sbarsi et al. (2012) explicam que sua
administracdo esta associada a desconforto e possivel risco de infeccdo por virus
(Hepatite C, por exemplo) e prions (doenca de Creutzfelde-Jacob). Além disso,
segundo Cardo, Garcia e Alvarez (2010), em mulheres previamente aloimunizadas a
genotipagem auxilia, uma vez que, a possibilidade do feto desenvolver DHPN por
incompatibilidade RhD poderia ser descartada se um feto RhD negativo for
identificado, aliviando a ansiedade da mé&e, ou um acompanhamento mais proximo
da gravidez poderia ser iniciado assim que a incompatibilidade materno-fetal for

identificada.

Quanto as questdes econbmicas, levando em consideracéo as gestantes RhD
negativas que esperam um filho também RhD negativo e portanto, ndo necessitam
tomar a dose de imunoglobulina anti-D, Benachi et al. (2012) relatam que na Franca
0s custos com a aplicacdo da RhIG sdo de aproximadamente 237€ por paciente,
enquanto que a genotipagem RHD fetal pode ser realizada por 150€ por exame.
Manzanares et al. (2014) afirmam ainda que com a implementacdo da técnica na
Europa economizaria 4.800€ a cada 1.000 mulheres que deixassem de administrar a
imunoglobulina de forma desnecesséria. Além disso, o autor complementa que a
técnica automatizada custa aproximadamente um terco do valor da RhIG. No Brasil,
Ziza (2015) afirma que, levando em conta 0s insumos e equipamentos utilizados
para a realizacdo da técnica, o teste pode ser realizado por R$59,50, preco
semelhante ao dos testes soroldgicos ja implementados na rotina e muito inferior ao

preco de uma dose de imunoglobulina anti-D (R$160,55).

Outra vantagem, é que a técnica pode ser aplicavel tanto para outras
proteinas do sistema Rh, quanto para outros sistemas sanguineos. Daniels et al.
(2004) afirmam que além do genotipo RHD, o PCR em tempo real também pode ser

utilizado para determinar o gendétipo Rhc, RhE e Kell. No estudo de Scheffer et al.
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(2011) os resultados da genotipagem fetal das proteinas c e E, do sistema Rh, e da
proteina K, do sistema Kell, estavam de acordo com os resultados sorologicos dos
recém-nascidos, resultando em uma sensibilidade de 100%. Essa aplicacdo da
técnica € extremante importante para gravidas que possuem anticorpos contra essas
proteinas, ja que eles sdo capazes de levar ao desenvolvimento da DHPN de forma

grave.

Outra aplicacdo da técnica € a investigacdo pré-natal de outras doencas. Os
autores Hyland et al. (2009) e Sedrak et al. (2011) afirmam que a técnica, por meio
da amplificacdo do gene SRY presente no cromossomo Y, pode ser util para
identificar doencas genéticas ligadas ao cromossomo X, como a hemofilia. Schoot
(2003) acrescenta que em transtornos autossdomicos dominantes, tais como distrofia
miotbnica e acondroplasia, o DNA fetal anormal herdado do pai pode ser
corretamente diagnosticado a partir do plasma materno. Chiu e Lo (2011)
complementam ainda que o DNA fetal presente no plasma materno pode ser
utilizado para diagnosticar doengas monogénicas, como as talassemias e a fibrose

cistica, e as aneuploidias cromossdémicas, como a trissomia do cromossomo 21.

4.2.5.2.2 Diagndstico pré-natal da DHPN

Durante a vida fetal o monitoramento da anemia se da por principalmente dois
métodos diagndsticos, segundo Singla et al. (2010): quantificagdo da bilirrubina no
liquido aminidtico e ultrossonografia de Doppler. De acordo com Oepkes et al.
(2006) o nivel de bilirrubina no liguido aminidtico €é quantificado por
espectrofotometria e expresso como a variagcao na densidade optica no comprimento
de onda de 450 nm e seus valores sao utilizados para estimar a severidade da
anemia. Entretanto, o método é invasivo e esta associado ao risco ruptura da

membrana, infeccéo e perda fetal.

A ultrassonografia de Doppler, por outro lado, segundo Moise (2008), é um
método ndo invasivo e que pode evitar em até 70% dos casos a realizacdo da

aminocentese. Mari (2000) explica que o procedimento consiste na avaliacdo da
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velocidade maxima do fluxo sanguineo sistélico arterial do feto, sendo que a
principal artéria de escolha é a artéria cerebral média, ja que responde rapidamente
a hipéxia devido a forte dependéncia do tecido cerebral sobre o oxigénio. A
interpretacdo do resultado segundo descrito por Mari (2005) se da por meio do valor
de corte de 1.5 MoM, sendo o fluxo arterial <1.5 MoM considerado normal, enquanto
que o feto que apresenta fluxo arterial >1.5 MoM é considerado anemico, ja que,
devido ao estado de hipdxia, ha uma redistribuicdo do fluxo sanguineo fetal,
priorizando o fluxo em determinados oOrgaos e sistemas. O doppler da artéria

cerebral média pode ser visto na figura 10.

Figura 10 — Ultrassom de doppler da artéria cerebral média.
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Fonte: (MARI, 2005)

Nota: A) Artéria cerebral média (ACM) vista no ultrassom.
B) Doppler colorido da ACM (acima) e velocidade de fluxo da artéria (abaixo).

Além desses dois métodos, Dukler et al. (2003) acrescentam ainda que as
medidas do figado fetal e do perimetro do baco por meio da ultrassonografia,

também sdo parametros valiosos para diagnosticar a anemia.
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4.2.5.2.3 Diagnostico pés-natal da DHPN

Apbés 0 nascimento, para confirmar o diagnostico, avaliar a eficacia de
qualquer tratamento pré-natal e prever a provavel necessidade de tratamento pos-
natal, Murray e Roberts (2012) afirmam que os recém-nascidos em risco devem ter o
sangue do corddo umbilical testado para os niveis de hemoglobina e bilirrubina, e
utilizado para a realizacdo do TAD e da tipagem sanguinea. O esperado nos recém-
nascidos afetados é que haja uma hiperbilirrubinemia em conjunto com um declinio

da hemoglobina.

De acordo com Almeida (2004) a hiperbilirrubinemia em recém-nascidos é
caracterizada por niveis de bilirrubina total acima de 12 mg/dL até o quinto dia de
vida. Newman et al. (2006) acrescentam ainda que a exsanguineotransfusdo é
recomendada quando os niveis de bilirrubina total atingem mais de 20-25 mg/dL e
que niveis maiores que 30 mg/dL estdo relacionados ao desenvolvimento da
kernicterus. Quanto ao declinio da hemoglobina, na anemia grave € caracterizado

por niveis menores que 10 g/dL, segundo afirmam Murray e Roberts (2012).

Outras alteracbes hematologicas encontradas em recém-nascidos com
doenca hemolitica, além da queda da hemoglobina e do hematdcrito, podem ser
evidenciadas na extensdo sanguinea em lamina. Segundo Geaghan (2011) sao
elas: presenca de hemacias nucleadas e policromasia, devido a resposta medular a
anemia, e presenca de esferécitos, esquisécitos e fragmentos, causados pela

hemolise e destruicdo imunomediada (figura 11).
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Figura 11 — Extensdo de sangue periférico de recém-nascido RhD negativo, de mée
aloimunizada, com numerosos eritroblastos circulantes, policromasia e esquisdécitos.
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Fonte: (GEAGHAN, 2011)

O complemento do diagnostico pés-natal da DHPN se d& por meio da
realizacdo do teste de antiglobulina direto (TAD). O TAD, segundo Valsami et al.
(2015), é um teste de rastreio para anticorpos aderidos a menbrana dos eritrocitos e
é utilizado para diagnosticar a etiologia de anemias hemoliticas. Segundo explicam
Zantek et al. (2012), o teste inicia-se com um soro anti-globulina humana (AHG)
poliespecifico contendo anti-lgG, que reconhece a por¢cdo gama da cadeia pesada
da molécula de IgG, e anti-complemento, que normalmente contém anti-C3d. Os
testes positivos sédo repetidos com AHG monoespecificos para IgG e complemento
separadamente, sendo que a reacéo positiva para anti-C3d pode indicar a presenca
de IgM ligada ao eritrocito. A figura 12 demonsta a técnica em tubo e em gel.
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Figura 12 — Teste de antiglobulina direto.

Fonte: (KEIR et al., 2014)

Nota: A) Técnica em tubo. O AHG poliespecifico encontra-se positivo, assim como o
monoespecifico para IgG.

B) Técnica em gel utilizando os soros monoespecificos para IgG (positivo) e para C3d
(negativo).

O TAD positivo indica que a hemolise € imunomediada e a especificidade do
anticorpo pode ser identificada pela técnica de eluato, que é semelhante ao painel
de hemécias previamente descrito. Entretanto, Dillon et al. (2010) afirmam que o
TAD possui uma elevada porcentagem de falsos negativos, especialmente nos
casos de incompatibilidade ABO. Por isso, dependendo do caso clinico o eluato
deve ser realizado mesmo quando o TAD esta negativo, como no caso relatado por
Kumar et al. (2015).

Sendo assim, Peeters et al. (2016) afirmam que a combinacdo da andlise da
hemoglobina, da bilirrubina, a realizacdo da tipagem sanguinea e do TAD, em
recém-nascidos de risco, € escencial para prever a gravidade da doenca e a

evolucédo do quadro nos primeiros dias de vida.
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4.2.6 Tratamento da Doenca Hemolitica Perinatal

4.2.6.1 Tratamento pré-natal

Durante a vida fetal a transfusdo intrauterina (TIU) € a principal intervencéo
terapéutica em fetos com anemia grave e, segundo Ruma et al. (2007), desde a sua
introducdo na década de 1960 aumentou notavelmente a sobrevida fetal nos casos

de aloimunizagdo materna.

De acordo com Rijo et al. (2016), a TIU é indicada para fetos com idade
gestacional entre 18 e 35 semanas e pode ser realizada por via intravascular ou
intraperitoneal, sendo que esta Ultima permite acesso indireto a circulacéo fetal por
meio da absorcao linfatica, e € recomendada em fetos com idades gestacionais mais
precoces, mas com utilizacdo limitada em fetos com hidrépsia. Mesogitis et al.
(2005) complementam que a via intravascular € a mais utilizada por permitir a
correcdo da anemia de forma mais rapida. Oepkes e Van Scheltema (2007)
explicam ainda que a escolha do sitio de transfusdo depende também da posi¢cédo
fetal, da localizacdo da placenta e da preferencia pessoal do operador, sendo as
veias umbilical e intra-hepética as principais vias de escolha para a transfuséo

intravascular.

Moise (2005) explica que o passo inicial do procedimento é introduzir a agulha
sob orientacdo do ultrassom na veia umbilical e retirar uma amostra de sangue fetal
para a determinacdo do hematdcrito inicial. Em seguida um agente paralitico de
curto prazo € administrado no feto para que ndo haja movimentacdo durante o
procedimento. Segundo Papantoniou, Sifakis e Antsaklis (2013), a transfusdo é
entdo realizada com uma velocidade média de 5-10 mL/min e o volume de sangue a
ser transfundido € calculado com base na estimativa do peso fetal e volume
fetoplacentario, no hematdcrito inicial, nos valores poés-transfusédo desejados e no
valor do hematdcrito da bolsa (entre 75 e 85%) e dado pela férmula representada na

figura 13. Baiochi e Nardozza (2009) afirmam que o objetivo da TIU é elevar o
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hematdcrito fetal para 30 a 60% e a hemoglobina para 14 a 18 g/dL e para tanto o
procedimento pode ser realizado mais de uma vez durante a gestacao.

Figura 13 — Férmula para determinacéo do volume de CH a ser transfundido na TIU.

Volume (mL) == Hematdcrito desejado — Hematdcrito inicial X 150 mL/Kg

Hematocrito da bolsa

Fonte: (PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS, 2013)

Segundo recomendacfOes da Portaria 158 de 04 de fevereiro de 2016, o
sangue do doador utilizado na transfusdo intrauterina deve seguir uma série de
exigéncias, sendo elas: possuir sorologia negativa para hepatite B, C, HIV, sifilis,
chagas, maléria e citomegalovirus; ser compativel com o sangue materno (prova
cruzada negativa); ser lavada, para remocdo de proteinas plasmaticas e filtrada e
irradiada para a remocédo de leucécitos; o concentrado de hemacias deve ser do
grupo O e RhD negativo reconstituido com plasma AB; e ter sido doado até 5 dias e
irradiado até 24 horas antes da realizacdo da transfuséao.

Apesar da alta eficacia da TIU, o procedimento possui diversos riscos. Rijo et
al. (2016) afirmam que as principais complicacdes descritas sdo bradicardia fetal
(5%), necessidade de cesariana de emergéncia (2%), morte fetal (1,6%), infeccéo
(0,3%), ruptura pré-termo de membranas (RPPM) (0,1%).

Segundo Houston et al. (2015) quando a anemia grave é constatada no inicio
da gestacdo e houver a necessidade da TIU nesses casos, terapias
imunomoduladoras, como a plasmaferese e a imunoglobulina intravenosa (IVIG),
podem ser utilizadas como alternativa para adiar a realizagao da TIU para uma idade

gestacional mais avancada.

Arora et al. (2015) afirmam que a plasmaferese consiste na substituicdo direta
do plasma materno afim de reduzir o titulo do aloanticorpo presente. Enquanto que,

de acordo com Alba et al. (2015), a imunoglobulina intravenosa diminui a sintese do
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aloanticorpo na mée e pode atravessar a placenta, atingindo a circulacdo fetal. Uma
vez no feto, Gottstein e Cooke (2003) explicam que a IVIG bloqueia a por¢céo Fc dos
anticorpos no sistema reticulo-endotelial, impedindo a fagocitose dos eritrécitos

fetais sensibilizados.

4.2.6.1 Tratamento pés-natal

ApGs o nascimento o principal problema é a hiperbilirrubinemia originada pela
hemolise acentuada e, portanto, os métodos de tratamento nesse periodo baseam-
se na correcao dos niveis de bilirrubina. Nesse contexto, a exsanguineotransfusao e

a fototerapia sao os tratamentos mais comuns utilizados na rotina.

Segundo contam  Schwartz, Haberman e Ruddy (2011), a
exsanguineotransfuséo foi inicialmente introduzida no final da década de 1940 para
diminuir a morbidade e a mortalidade associada a DHPN, e na época era
recomendada para neonatos com niveis de bilirrubina total maior ou igual a
20mg/dL.

De acordo com Mabogunje, Olaifa e Olusanya (2016), o procedimento tem por
objetivo remover ou reduzir os eritrocitos revestidos com anticorpos circulantes e/ou
produtos da hemdlise. Segundo afirmam Pugni et al. (2016), a
exsanguineotransfusdo consiste na substituicdo do sangue do neonato por sangue
do doador, por meio da remocdo e substituicdo, simultineas e repetidas, de
pequenas aliquotas (5-10 mL, sendo o volume méaximo de 160 mL/kg) por um curto
periodo de tempo (90 a 150 minutos).

A Portaria 158 de 04 de fevereiro de 2016 recomenda que o sangue de
doador utilizado no procedimento deve ser fresco (coletado ndo mais que cinco dias
- preferencialmente 48 horas - antes da transfusao) e filtrado e irridiado para
remover os leucécitos, além de possuir sorologia negativa para hepatite B, C, HIV,
sifilis, chagas, malaria e citomegalovirus. Além disso, o concentrado de hemacias do
tipo O RhD negativo deve ser reconstituido com plasma AB a fim de reduzir o

hematdcrito para 40-60%.
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O procedimento, apesar de ser considerado seguro, € delicado e, segundo
Owa e Ogunlesi (2009), esta associado a diversas complicacbes como: arritmias
cardiacas, hipoglicemia, acidose, hipocalcemia, hipercalemia, transmissdo de
doencas infecciosas como hepatites virais, HIV, malaria, sifilis e reacbes pos-
transfusionais. S& et al. (2009) complementam que os indices de mortalidade da

exsanguineotransfusdo variam entre 0,5 e 3,3%.

Segundo contam Murray e Roberts (2007), a fototerapia foi introduzida como
tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal no final da década de 1950 e, desde
entdo, sofreu avancos consideraveis para aumentar a sua eficacia. Atualmente,
Bhutani (2011) afirma que a implementacédo difundida da fototerapia tem reduzido a

necessidade da exsanguineotransfusdo e a neurotoxicidade associada a bilirrubina.

De acordo com Maisels e McDonagh (2008), no metabolismo normal a
bilirrubina lipofilica é convertida em bilirrubina direta (soltvel) no figado pela enzima
UDP- glicuronil transferase, podendo entdo ser excretada pela bile e pela urina.
Entretanto, em recém-nascidos a atividade hepatica da enzima € deficiente, levando
ao acumulo de bilirrubina ndo-conjugada. Os autores explicam que a fototerapia
converte a bilirrubina indireta em fotoisbmeros amarelos e produtos de oxidagcao
incolores que sdo menos lipofilicos do que a bilirrubina ndo-conjugada e nao
necessitam de conjugacdo hepatica para excrecdo, sendo que os fotoisobmeros séao
excretados principalmente na bile e os produtos de oxidacdo predominantemente na
urina (figura 14). Segundo Hansen (2010), isso ocorre porque 0 isomero da
bilirrubina presente no soro do recém-nascido absorve a luz de comprimento de
onda de 460 nm (espectro azul), fazendo com que a molécula se reorganize
formando isomeros estruturais ou configuracionais, que sdo mais polares que o

composto original.
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Figura 14 — Metabolismo normal da bilirrubina e metabolismo da bilirrubina durante a

fototerapia.
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Fonte: (MAISELS; MCDONAGH, 2008)

Segundo Vreman, Wong e Stevenson (2004), a eficacia terapéutica da
fototerapia depende principalmente dos seguintes fatores: as qualidades espectrais
da luz entregue (faixa de comprimento de onda e pico), intensidade de luz
(irradiancia), area superficial exposta, espessura e pigmentacédo da pele, bilirrubina

total na apresentacao clinica e duracédo da exposicao.

Sherbiny et al. (2016) afirmam que a taxa de declinio da bilirrubina nas
primeiras 24 horas € importante para determinar a eficacia da fototerapia, uma vez
que inclui o periodo mais critico. Stokowski (2006) complementa ainda que o
declinio mais significativo do nivel de bilirrubina ocorre nas primeiras 4 a 6 horas
apos o inicio da fototerapia, sendo que a fototerapia convencional (Unica) pode
diminuir a bilirrubina sérica em até 22% nas primeiras 24 horas de tratamento,
engquanto que a fototerapia dupla pode produzir uma queda de até 29% no mesmo

periodo.
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As indicacdes para a realizacdo da exsanguineotransfusdo e da fototerapia

estédo representadas na tabela 8.

Tabela 8 — Diretrizes para 0 uso da fototerapia e da exsanguineotransfuséo.

A) Nivel de bilirrubina total (mg/dL (umol/L))

Peso ao nascer (g) Fototerapia Exsanguineo transfusao
<1500 5-8(85-140) 13- 16 (220 - 275)
1500 - 1999 8 - 12 (140 - 200) 16 - 18 (275 - 300)
2000 - 2499 11 - 14 (190 - 240) 18 - 20 (300 - 340)

B) Nivel de bilirrubina total (mg/dL (umol/L))

Idade gestacional
(semanas)

Exsanguineo transfusao
Fototerapia

Doente Bem
36 14.6 (250) 17.5 (300) 20.5 (350)
32 8.8 (150) 14.6 (250) 17.5 (300)
28 5.8 (100) 11.7 (200) 14.6 (250)
24 4.7 (80) 8.8 (150) 11.7 (200)

Fonte: (MAISELS, 2003)

Nota: A) Baseada nos niveis de bilirrubina total no soro e peso ao nascer.
B) Baseada nos niveis de bilirrubina total no soro e idade gestacional.
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5 CONCLUSAO

A Doenca Hemolitica Perinatal pode se apresentar com varios niveis de
gravidade, dependendo do aloanticorpo presente. Na forma mais grave a doenca
estd associada a alta morbidade e mortalidade fetal. O anti-D ainda é o maior
responsavel pelos casos mais graves da doenca, apesar do uso disseminado da

imunoglobulina RhD.

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas sanguineos, porque a
proximidade dos genes RHD e RHCE facilita a ocorréncia de muta¢cdes. Atualmente,
sao descritas mais de 500 variacdes do fenétipo RhD, além do pseudogene RHDw e
do gene hibrido RHD-CE-D. O conhecimento dessas mutacfes e das frequéncias
com que elas ocorrem na populacdo estudada é extremamente importante para a
realizacdo da genotipagem RHD fetal, pois impacta diretamente na escolha dos
exons utilizados na técnica, com o intuito de diminuir a ocorréncia de resultados

falsos positivos.

O uso do PCR em tempo real para a determinacdo do gendétipo RHD fetal a
partir da amostra do plasma materno foi descrito por diversos autores como uma
técnica de alta acuracia. Os valores de sensibilidade e especificidade de 100%
foram relatados quando utilizada a amplificacdo de mais de um exon, sendo 0s mais
indicados para diferenciar todos os tipos de genes RHD os exons 5, 7 e 10, e
guando utilizado os genes SRY e RASSF1A como marcadores de DNA fetal para

confirmacéo da sua presenca na amostra.

Quando implementada na conduta clinica pré-natal de gestantes RhD
negativas em risco para DHPN, a técnica permite direcionar o uso da imunoglobulina
RhD somente quando um feto RhD positivo for identificado. Além disso, nesses
casos a gestante podera iniciar o0 monitoramento pré-natal de risco o quanto antes.
No entanto, se for constatado que o feto € RhD negativo nenhum procedimento

invasivo futuro sera necessario e a gestante néo precisara administrar a RhIG.
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