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RESUMO

Nos ultimos 40 anos, 0os avancos no controlo da aloimunizacdo permitiram que a
doenca hemolitica perinatal passasse a ser de prognostico controlavel e com
fisiopatologia clara, tendo a profilaxia com imunoglobulina anti-D levado a que a
doenca se tornasse rara. No entanto, apds a constatacdo do aparecimento de
novos casos, decidiu-se pela implementacdo da administracdo de imunoglobulina
anti-D as mulheres RhD negativas as 28 semanas de gestacéao.

A partir de uma amostra de plasma materno, utilizando a técnica de Polymerase
Chain Reaction (PCR), é possivel determinar o grupo RhD fetal nhuma fase
precoce da gravidez. A genotipagem fetal é particularmente atil em gravidas RhD
negativas ndo sensibilizadas, em que é determinada a negatividade do feto ao
antigénio D, uma vez que evita a imunoprofilaxia por recurso a um derivado do
plasma humano — um bem escasso, finito, dispendioso e n&o isento de riscos.

A implementacdo da determinacdo do grupo RhD fetal antes da imunoprofilaxia
na gravidez implica um investimento a nivel econdmico que é importante
quantificar e avaliar em todas as vertentes. Embora a imunoprofilaxia a todas as
mulheres RhD negativo seja actualmente a estratégia mais rentavel, depreende-
se que uma das principais vantagens da genotipagem fetal consiste na sua
capacidade de aliar um custo efectivo expectavelmente decrescente com uma

reducao de riscos desnecessarios para a saude publica.

Palavras-chave: Aloimunizagdo RhD; Imunoprofilaxia; Genotipagem fetal; Plasma

materno; Impacto econémico
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ABSTRACT

In the last 40 years, progress in alloimmunization control was so great that
haemolytic disease of the newborn (perinatal) has become a disease with a
controllable prognostic and a clear physiopathology, having the prophylaxis with
anti D immunoglobulin made it also a rare disease. However, after new cases of
haemolytic disease of the newborn appeared, it was decided that anti-D
immunoglobulin would be given to RhD negative women at 28 weeks of gestation.
By using a maternal plasma sample, it is possible to apply a Polymerase Chain
Reaction techniqgue (PCR) to determine the fetal RhD blood group at an early
stage of the pregnancy. Fetal genotyping is particularly useful with unsensitized
RhD negative pregnant women; fetal negativity to the D antigen is determined,
thus avoiding immunoprophylaxis with a human plasma derivative — a scarce,
limited, expensive and not entirely risk free product.

The determination of the RhD fetal group before immunoprophylaxis in pregnancy
requires an economical investment which is important to quantify and evaluate in
all its aspects. Although immunoprophylaxis to all RhD negative women is
currently the most profitable strategy, it is understood that one of the main
advantages of fetal genotyping is the capacity to ally a foreseeable decreasing

cost with a reduction of unnecessary public health risk exposure.
Keywords: Alloimmunization RhD; Haemolytic Disease of the Newborn;

Immunoprophylaxis; Fetal Genotyping; Maternal plasma; Economical

impact.

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 4




Avaliagdo do impacto da determinacédo do grupo fetal RhD na profilaxia da aloimuniza¢édo na gravidez

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Ac — Anticorpo

Ag — Antigénio

AGH — Antiglobulina Humana

BVC — Biopsia das Vilosidades Corionicas
DHP — Doenca Hemolitica Perinatal
DO — Densidade Optica

DP — Desvio Padrao

EV — Endovenosa

GV - Globulos Vermelhos

Hb A — Hb adulto

Hb F — Hb fetal

HFM — Hemorragia Feto Materna

Ig — Imunoglobulina

IgG — Imunoglobulina G

IGIF — Instituto de Gestdo Informética e Financeira da Saude
IM — Intramuscular

LA — Liquido Amniético

PAD — Prova de Antiglobulina Directa
PAI — Prova de Antiglobulina Indirecta
PCR - Polymerase Chain Reaction
PHD - Perinatal Haemolytic Disease
Rh — Rhesus

RhD — Rhesus D

RT- PCR — Polymerase Chain Reaction em tempo real
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1 - INTRODUCAO

Em Portugal, tal como a nivel mundial, cerca de 15% das gravidas sdo RhD
negativas. Mesmo na auséncia de interferéncias, cerca de 2% dessas gravidas
sao sensibilizadas para o RhD antes do parto e cerca de 16% vao sé-lo durante o
parto se ndo houver profilaxia (Circular Normativa; 2007).

A doenca Hemolitica Perinatal (DHP) € uma doenca que afecta o feto e o recém-
nascido devido a passagem transplacentaria de anticorpos (Ac) especificos, de
origem materna, que reagem contra antigénios (Ag) da membrana eritrocitaria
fetal, tendo como consequéncia o desenvolvimento de uma anemia hemolitica
(Baia, 2006). A DHP apresenta uma taxa muito significativa de morbilidade e
mortalidade fetal e neonatal (Daniels et al., 2004).

Os glébulos vermelhos (GV) recobertos por Imunoglobulina G (IgG) sofrem uma
destruicdo acelerada, condicionando uma situacdo clinica de gravidade bastante
variavel, que oscila entre a morte intra-uterina e uma forma apenas detectavel
através de provas seroldgicas no sangue do recém-nascido aparentemente sao.

A DHP provocada por Ac do sistema Rh é muitas vezes grave devido a
imunogenicidade dos Ag que constituem este sistema, sendo o Anti-D o Ac de
maior incidéncia (cerca de 95% dos casos) e 0 que se associa formas clinicas de
maior gravidade (Baia, 2006).

A administracdo profilatica da Imunoglobulina (Ig) anti-D desde 1968 reduziu
drasticamente a incidéncia da aloimunizacdo pelo Ag D e subsequentemente a
incidéncia da DHP (Liley, 2003).

A administracdo da Ig anti-D a mulheres RhD negativas, até 72 horas apos o
parto de recém-nascidos RhD positivo, contribuiu para uma reducdo de 90% da
mortalidade infantil nos paises em que esta medida foi implementada (Wadron,
2005).

Os estudos existentes na literatura sdo unanimes em considerar que a
administracdo de Ig anti-D as 28 semanas de gestacdo a mulheres RhD negativas
€ uma intervencdo eficaz na prevencdo da DHP, reduzindo o risco de
aloimunizacgéo de 2 para 0,1% (Koenig, 2000; Crowther et al., 2000).

A administragdo da Ig é condicionada pelo prévio consentimento livre e

esclarecido por parte da gravida. Este esclarecimento deve abranger informagéo
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bY

relativa ao eventual risco associado a administracdo de hemoderivados e a
possibilidade de ndo administracdo, se o pai biolégico for RhD negativo (Circular
Normativa, DGS; 2007).

N&o é possivel falar deste tema sem abordar a questdo econOmica que em
termos de Saude Publica implica a profilaxia pré-natal sistematica as 28 semanas
a todas as gravidas RhD negativas. De facto, tem sido proposto que os gastos
envolvidos poderdo nao justificar os beneficios reais desta medida. Ha estudos
que mostram uma diminuicdo estatisticamente significativa do numero de
aloimunizagfes nas populagdes em que é feito este tipo de profilaxia sistemética.
Estima-se ser economicamente rentavel a aplicacdo da profilaxia pré-natal
universal das mulheres RhD negativas quando comparada com o custo adicional
de vigiar e tratar os casos de aloimunizacdo que 0 mesmo programa previne
(Vicente et al., 2003).

Nos anos 90 apareceram 0s primeiros testes pré-natais de determinacdo do
gendtipo fetal RHD utilizando a técnica de reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) para amplificacdo do DNA a partir de células do liquido amnidtico
(amniocitos) ou amostra das vilosidades coridnicas (células trofoblasticas)
(Rouillac et al., 2007). Estes testes foram inicialmente utilizados em mulheres
previamente sensibilizadas para o RhD. Em 1997, Lo et al. demonstraram a
presenca de DNA fetal livre no plasma ou soro de mulheres gravidas em
guantidades suficientes para permitir a determinacdo do genétipo RHD fetal
(Nelson et al., 2001), a partir de uma amostra de plasma materno, tornando
possivel o diagnostico precoce da DHP mesmo antes do nascimento (as técnicas
de hemaglutinacao classicas fornecem uma informacédo indirecta do risco e da
gravidade da DHP). E particularmente Gtil na genotipagem RHD do feto de uma
mae RhD negativa. Se o feto for RhD positivo, a profilaxia anti-D precoce e uma
maior vigilancia podem evitar DHP (Waldron, 2005). A possibilidade da sua
utilizacdo em gravidas RhD negativas ndo sensibilizadas, em que € determinada a
negatividade do Ag RhD no feto, evitaria a administracdo de Ig anti-D que € um
bem escasso e finito (Pereira et al., 2007; Finning et al., 2008; Valdés, 2008).

O risco de transmisséao de infecgdes virais em hemoderivados é hoje em dia muito
reduzido, atendendo aos cuidados na sua preparagao. Alguns autores consideram

este risco quase nulo. Em certeza, pode dizer-se que o risco de infecgdo é igual
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ao da utilizacéo de qualquer outro hemoderivado.

Apesar destas medidas, quando sdo administrados medicamentos preparados
com plasma ou sangue humano, ndo se pode excluir totalmente a possibilidade
de transmissdo de infeccdes. Isto também se aplica a virus desconhecidos ou
emergentes e a outros agentes patogénicos (Scott, 2001; Infarmed, 2008).

Como é impossivel avaliar o impacto economico, social e emocional das
consequéncias da administracdo deste medicamento, seria desejavel que todas
as hipdteses alternativas ao nosso alcance pudessem ser utilizadas, no sentido
de minorar a exposicdo das mulheres RhD negativas com fetos também RhD

negativo a um medicamento hemoderivado.

Com este trabalho pretendo fazer a

“Avaliagao do impacto da determinagao do grupo fetal RhD na profilaxia da

Aloimunizagao na gravidez”.

Objectivo: Discutir a implementacao da determinacdo do gendtipo fetal antes da
administragdo da Imunoglobulina Anti-D, no sentido de se optar pela
melhor metodologia do ponto de vista econdmico e social na profilaxia

da Aloimunizacao.

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 11




Avaliagdo do impacto da determinacédo do grupo fetal RhD na profilaxia da aloimuniza¢édo na gravidez

2 - ALOIMUNIZACAO RHD

A aloimunizagdo é um fendmeno resultante da sensibilizagdo dos eritrocitos do
receptor com antigénios presentes nos eritrocitos alogénicos do dador e aos quais
o0 sistema imunitario responde com a producéo de anticorpos (Norte et al., 2007).
A mais frequente e de maior significado clinico € a aloimunizagdo com o Ag Rh,,
ouD.

A presenca deste antigénio D nos eritrécitos classifica estas células como “RhD
positivas” a sua auséncia caracteriza-as como “RhD negativas” (Liley, 2003).

Dos individuos caucasianos, 85% sdo RhD positivos, sendo 45% homozigotos -
D/D (dois alelos iguais) e 55% heterozigotos - D/d (dois alelos diferentes)
(Bischoff et al., 1999).

Numa méae RhD negativa, € a zigotia do pai que determina a probabilidade de
uma crianca ser RhD positivo ou negativo. Sera RhD positivo se o pai for
homozigoto para o D (D/D) e ha 50% de probabilidade de ser RhD negativo se o
pai for heterozigoto para o D (D/d) (Koenig, 2000).

Uma gravida, classificada no sistema Rh como RhD negativo, pode facilmente ser
sensibilizada pelos eritrocitos do feto se estes possuirem o antigénio D (Roitt et
al., 2001).

A passagem placentéria de eritrocitos fetais para a circulagdo materna, portadores
de antigénios de superficie diferentes dos maternos, pode provocar a doenca
hemolitica perinatal (DHP) numa futura gravidez. ApGs a exposi¢ao inicial a um
antigénio eritrocitario, o sistema imune materno produz anticorpos do tipo IgM,
que devido ao seu elevado peso molecular ndo atravessam a placenta. Quando
ocorre uma segunda exposicdo a esse antigénio, € desencadeada uma producao
rapida e macica de anticorpos do tipo IgG, de baixo peso molecular, que

atravessam a barreira placentaria e se ligam aos eritrécitos fetais (Fig.1).
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Figura 1. Estimulac@o imunitaria, exposi¢éo a células estranhas

A aloimunizacdo anti-D ndo provoca qualquer quadro clinico materno. As
consequéncias, inteiramente fetais, devem-se a hemolise extravascular dos
eritrocitos fetais (Vicente et al., 2003).

A gravidade da doenca pode variar entre uma ligeira anemia e a morte fetal ou
neonatal por insuficiéncia cardiaca, associada a anemia severa e ictericia (Scott,
2001; Araujo, 2003).

Podemos encontrar a expressao de alguns grupos sanguineos, tais como ABH,
num espectro alargado de tecidos, incluindo a linhagem eritroide. A expressao do
antigénio Rh é restrita aos eritrocitos, com um aumento da densidade antigénica

durante o seu desenvolvimento até atingirem o estado maduro (Koenig, 2000).

2.1 - RETROSPECTIVA HISTORICA

Embora muitas das complicacdes verificadas na gravidez sejam conhecidas
desde ha muito tempo, a incompatibilidade materno-fetal € um assunto recente.
Muito do que se conhece da doenca desenvolveu-se entre os anos 30 e 70, tendo
sido revelado no fim dos anos 80 a base molecular dos gendtipos e fendtipos do
sistema Rh e de outros sistemas sanguineos.

Uma parteira francesa, Louyse Bourgeois, descreveu em 1609 pela primeira vez a

doenca hemolitica do feto e recém-nascido (HDN). Tratava-se de gémeos: 0
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primeiro, apresentava hidropsia fetal, morrendo nas primeiras horas de vida. O
outro gémeo, nasceu aparentemente bem, mas rapidamente apresentou ictericia
intensa, acabando por morrer (Liley, 2003).

Em 1932, Diamond et al. referem pela primeira vez que a relagcdo entre anemia,
ictericia, hidropsia fetal e eritroblastos na circulacdo eram manifestacbes da
mesma doenca, mais tarde chamada “Erythroblastosis fetalis” (Koenig, 2000).

Em 1938, Darrow verifica que a doenca era causada por Ac maternos contra Ag
fetais desenvolvidos como resultado de hemorragia feto materna transplacentar.
Em 1939, Levine e Stetson, relataram uma reaccdo pos transfusional numa
mulher que foi transfundida com sangue do marido, depois do parto de uma
crianca com hidropsia que nasceu morta. Levine demonstrou que a méae tinha um
Ac que aglutinava os GV do marido, concluindo que se tinha sensibilizado contra
um Ag que o feto herdara do pai.

Em 1940, Landsteiner e Wiener identificaram esse Ag responséavel, realizando
experiéncias que consistiam na inoculacdo de coelhos com GV de macacos
Rhesus. Referem que o soro proveniente destes coelhos apresentava um Ac que
aglutinava (85%) os eritrocitos de individuos caucasianos. Tais individuos foram
chamados de Rhesus positivo (Rh positivo).

Os eritrgcitos dos restantes individuos (15%) ndo aglutinaram na presenca do dito
soro, sendo chamados, por isso, de Rhesus negativo (Rh negativo). Esta
experiéncia constitui um marco na imunohematologia moderna.

Mais tarde, Levine e outros, usando o soro anti-Rh de Landsteiner e Wiener,
comprovaram que as pacientes reportadas em 1939 eram Rh negativo, que
tinham um Ac anti-Rh que aglutinava os eritrocitos dos seus maridos e filhos,
demonstrando, assim a etiologia da doenca.

No fim dos anos 60 o tratamento com Ig anti-RhD, no parto, foi considerado para
administragdo em méaes RhD negativas com filhos RhD positivos no sentido de
prevenir a doenca em futuras gravidezes.

O desenvolvimento da ecografia obstétrica, no fim dos anos 70, foi uma grande
ajuda no controlo e identificacdo da aloimunizacdo materna.

Nos anos 80, com o aparecimento da ecografia de alta resolucédo foi possivel a
colheita de sangue fetal por via percutdnea na artéria umbilical, para

determinacdo do grupo sanguineo fetal, avaliagdo da anemia e acidose fetal.
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Os avancos em biologia e bioquimica molecular permitiram a identificacdo de
polipeptideos Rh em 1982 e 0 gene Rh em 1991 (Liley, 2003).

A primeira aplicacdo da tipagem do gene Rh por PCR foi efectuada em 1993
(Araujo, 2003).

Desde 1995 International Blood Group Reference Laboratory of the English
National Blood Service providenciou a determinacdo do genotipo fetal RHD nas
mulheres aloimunizadas cujos fetos apresentavam alto risco de desenvolver DHP
(Finning et al., 2008).

Em 1997, Lo et al. descreveram pela primeira vez a presenca de DNA fetal no
plasma materno (Lo et al., 1997).

Em 2001 foi disponibilizada a determinacdo do gendtipo fetal RHD, a partir do
plasma materno a todas as gravidas (Finning et al., 2008).

Ainda assim, a doenca néo desapareceu e casos de DHP devido a anticorpos
dirigidos directamente a antigénios que ndo os do sistema sanguineo Rh

comecam a aparecer e a ser reconhecido o seu aumento (Ramasethu, 2001).

2.2 - ETIOLOGIA

Quando consideramos a especificidade dos aloanticorpos que causam

aloimunizacdo materna, podemos agrupa-los em 3 categorias

- Ac dirigidos contra o antigénio D no sistema sanguineo Rh;
- Ac dirigidos contra os antigénios A e B;

- Ac dirigidos contra os restantes antigénios dos eritrocitos

Entre os factores que influenciam a aloimunizacdo materna contra o antigénio

RhD fetal, encontram-se:

- A quantidade de eritrécitos fetais que entram na circulacdo materna por
hemorragia fetoplacentaria determina a intensidade da aloimunizagéo

materna.
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- O fendtipo Rh do sangue fetal. Os eritrocitos cDE/cde sdo mais
imunogénicos que os Cde/cde, ja que nos primeiros existe uma maior
quantidade do antigénio RhD (14000-16000 vs 9900-14600).

- A incompatibilidade ABO materno fetal. Esta incompatibilidade exerce um
efeito protector contra a aloimunizagéo pelo antigénio RhD.

- O haplotipo HLA materno. Hiden et al.., 1995 encontraram o alelo HLA-
DQB1" 0201 em 18% das mulheres com titulos de anti-D entre 16 e 256, e
em 85% de mulheres com titulos de anti-D maiores que 512, o que sugere
uma forte associacdo entre este alelo e a predisposi¢do para formar niveis
relativamente altos de anti-RhD.

- O sexo fetal. Alguns autores observaram uma maior frequéncia de

aloimunizacdo em gravidezes de fetos machos (Valdés, 2006).

2.3 - SISTEMA RH

Os Ag Rh estdo bem desenvolvidos entre os 30 e 45 dias de gestacdo (Clovis,
1992) e, dos cerca de 50 Ag Rh, o “D” é o que esta envolvido num maior nimero
de incompatibilidades Rh. E um Ag de alta-frequéncia e fortemente imunogénico,
50 vezes mais do que os outros Ag Rh (AABB, 1999b).

Embora os antigénios Rh estejam completamente expressos ao nascimento, com
deteccdo possivel as 8 semanas de gestacdo, estdo apenas presentes nos
eritrocitos e ndo sdo detectaveis nas plaquetas, linfocitos, mondcitos, neutréfilos
ou outros tecidos (Duran., 2007).

O locus Rh é composto por dois genes homologos RHD, que inclui o antigénio D
e RHCE, que inclui os antigénios Cc e Ee (com 94% de identidade entre
proteinas), que se encontram localizados no cromossoma 1 (1p34-p36), mas com
uma orientagéo oposta (5’'RHD3"- 3’ RHCES") (Daniels et al., 2007).

Ambos sd@o compostos por 10 exBes e possuem uma organizacdo de
ex0es/intrdes similar (Daniels et al., 2009). Os seus alelos sdo RHCe, RHCE,

RhcE e Rhce. Os dois genes sao separados apenas por 30 Kb (Liley., 2003).
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Por outro lado, o gene RHD encontra-se flanqueado por duas sequéncias
altamente homodlogas “caixas Rhesus” (Rh boxes) 5" e 3" com cerca de 9 Kb
(98,6% de identidade) e que séo criticas nos fendbmenos de deleccdo do gene
RHD, dando origem a maior parte dos fenétipos RhD negativos nos Caucasianos
(Wagner, 2004; Daniels et al., 2007). Um outro gene SMP1, que codifica uma
pequena membrana de proteina, esta localizado entre os genes Rh (Daniels et al.,
2007) (Fig.2).

box box

RhCcEe

Figura 2

Diagrama representando os 10 exdes dos genes RHD e RHCE em
orientacdes opostas, as regides Rh boxes (regides de identidade), e o0 gene
SMP1. Por baixo estdo representadas as proteinas evidenciando o N- e C-
terminal os dominios das 12 membranas e as 6 espirais extracelulares. Os
polimorfismos C/c e E/e sdo determinados principalmente por substituicdes de
aminoacidos no segunda e quarta (a partir N-teminal) espirais extracelulares
na proteina RhCcEe.

Em cima: caracterizacdo D+

Em baixo: caracterizacdo D — (ttm uma completa deleccdo de RHD)

Os antigénios Rh (D e CcEe) sao transportados por proteinas nao glicosiladas da
membrana do GV, com 30-32 kDa.
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Dentro da membrana dos eritrocitos, as proteinas Rh estdo associadas a uma
glicoproteina denominada glicoproteina Rh-associada (RhAG). RhAG apresenta
33% de identidade com as proteinas Rh e

tem uma distribuicio muito similar na membrana. E produzida pelo gene RHAG
no cromossoma 6. Embora RhAG n&o transporte nenhum antigénio Rh, a sua
presenca € essencial na expressao do antigénio Rh e quando estd ausente
nenhum antigénio Rh é expresso.

As proteinas Rh existem na membrana eritrocitaria na forma de um complexo
ndo-covalente com outras proteinas incluindo banda 3 (AE1), glicoforinas (GPA e
GPB), LW e CD47 as quais se encontram colectivamente ausentes (ou
profundamente reduzidas) nos individuos Rhpny. (Aradjo, 2005; Daniels et al.,
2007).

Foi descrito o gene RHD inactivo ou pseudo-gene (RHDy), que contem 37 pb na
regido intrdo 3/exdo 4 dando origem a um codao stop; gene hibrido RHD-CE-D,
cde, responsavel pelo fenétipo D negativo em alguns africanos (Singleton, 2000).
A descoberta da estrutura e organizacdo do gene Rh, tornou possivel o
desenvolvimento de ensaios de PCR para deteccédo do gendtipo fetal. (Bennet et
al., 1993).

Antigénio D e Variantes

O RHD é um complexo antigénico, que contem 37 determinantes antigénicos
(epitopes) (Waldron, 2005).

O elevado grau de polimorfismo da proteina RHD origina fendtipos D variantes,
divididos em D fraco e D parcial, consoante a localizacdo das mutacdes seja intra
ou extracelular (Moser et al.2008).

A expressdo em termos de qualidade e quantidade do antigénio D vai determinar

e classificar um antigénio D fraco ou parcial (Fig.3).
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Eritrocito Eritrocito Eritrocito Eritrocito

Rh D RhD Fraco Rh D Rh D

negativo Positivo Positivo variante
quantidade quantidade quantidade
normal de reduzida de normal de
antigénios, antigénios, antigénios,
antigénio antigénio antigénio,
normal, normal, alterado

N Na N

Figura 3 — Esquema do RhD, fraco e variante

Um D fraco vai ter os epitopos completos mas vai exprimir-se na superficie das

células com menos frequéncia (Quadro 1).

Expressédo D Qualitativo Quantitativo
D (Normal) Todos os epitopos Normal
Dy (fraco) Todos os epitopos Reduzido
D parcial Falta 1 ou mais epitopos ~ Normal

D Parcial fraco | Falta 1 ou mais epitopos Reduzido

D elevado Todos epitopos Aumentados

Quadro 1 - Expresséo do Antigénio D e sua classificacao

O Antigénio D parcial ndo possui os epitopos completos; a classificacao dos D
parciais é realizada em funcao dos epitopos que faltam no antigénio D; o D parcial
pode ainda ter uma expressao reduzida (D parcial fraco).

Os individuos que apresentam este fenétipo podem produzir Ac anti-D contra as
subunidades ausentes. A classificacdo dos D parciais foi obtida através de Ac

monoclonais contra cada epitopo do mosaico (Ramos, 2007).

D fraco

O D fraco observa-se em aproximadamente 0,2 a 1% da populagdo Caucasiana.
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A expressdo D fraca resulta principalmente de uma muta¢cdo num dnico ponto na
estrutura RHD, que codifica mudancas nos aminodcidos previstos para serem
incorporados na regido intracelular ou nas regides transmembranares do gene
RHD. Estas mudancas afectam a eficiéncia da insercéo e, portanto, a quantidade
de proteina RHD na membrana, que se reflecte na diminuicdo da quantidade de
antigénio D nos eritrécitos.

Os D fracos tipos 1, 2, e 3, compreendem 90 por cento dos individuos D fraco,
nao determinam o desenvolvimento de Ac anti-D e podem receber sangue D
positivo (Connie et al., 2007).

Para demonstrar a presenca do Ag € necessario proceder, laboratorialmente a
uma prova de antiglobulina humana (AGH) indirecta (Baia, 2006). No passado
estes D fracos eram classificados como DY, designacdo que ja ndo se usa.
Individuos que possuem formas de expressado fraca do Ag D séo classificados
como D positivo e devem ser descritos como RhD fraco (AABB, 1999b).

As gestantes que apresentem uma variante fraca dos Ag D ndo séo candidatas a
uma profilaxia pré ou pés-natal com Ig anti-D, desde que se exclua a hipotese de
D parcial (Baia, 2006).

D parcial

Individuos com D parcial podem ser classificados como D positivo (uns em testes
directos outros por teste antiglobulina indirecta) e habitualmente produzem Ac
anti-D quando estimulados por transfuséo ou gravidez.

Alguns D parciais, a semelhanca dos D fracos, resultam de mutacdes em alguns
pontos do gene RHD, causando mudancas nos aminoacidos.

Em contraste com os D fracos estas alteracbes estdo localizadas nas regides
extracelulares alterando ou criando novos epitopos.

DV é o D parcial mais comum nos caucasianos e os Ac anti-D por eles produzidos
causam DHP (Connie et al., 2007), é formado pelos exdes 1-3 e 7-10 do gene
RHD, mas os ex0es 4-6 sdo do gene RHCE (Daniels et al., 2009). Estima-se a
frequéncia de D' entre 0.02 e 0,4% (Ramos, 2007).

Na maior parte dos casos, estes D parciais reagem fortemente na presenca de

soros anti-D; no entanto, alguns apresentam uma expressao fraca.
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Um D' sera classificado D positivo no caso de um dador, e como D negativo no
caso de doente (AABB, 1999b).

Todos os D" conhecidos sdo dCe ou dcE (Ramos, 2007).

Os doentes classificados como D parciais, devem receber sangue D negativo e
serem considerados candidatos para profilaxia Ig anti-D (Connie et al., 2007).

Os individuos cujo fenétipo € D parcial podem imunizar-se por contacto com
epitopos ausentes.

A confirmacdo do grupo sanguineo RhD, feita através de técnicas de biologia

molecular, permite diferenciar as duas variantes (Moser et al.,2008).

2.4 - RESPOSTA IMUNE

Para que os Ac maternos causem DHP, precisam de ter a capacidade de
atravessar a placenta, reagir com os Ag dos GV fetais e iniciar a destruicdo
destas células.

Das imunoglobulinas produzidas no organismo — IgM, IgG, IgA, IgD e IgE —
apenas as IgG sdo capazes de atravessar a placenta e causar DHP. As IgG
passam activamente através do trofoblasto para a circulacdo fetal, visto este
tecido possuir receptores para a fraccdo Fc desta imunoglobulina.

A eficacia com que se realiza esta transferéncia pode influenciar notavelmente o
grau de hemodlise e a gravidade da doenca.

Pode estabelecer-se uma proteccdo temporaria administrando Ac pré-formados
de um individuo para outro da mesma espécie ou de espécies diferentes. Os Ac
adquiridos podem combinar-se com o0s respectivos antigénios determinando a
remocado dos GV do complexo Ag-Ac e bloqueando a resposta imune (Roitt,
2001).

IaM

A IgM é uma imunoglobulina pentamérica e é a primeira imunoglobulina produzida
por maturacdo das células B. E a primeira a aparecer no sangue dos recém-
nascidos, e a primeira a ser detectada na resposta imune primaria.

Correspondem, normalmente a 5-10% das imunoglobulinas no soro normal.
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7z

O mais importante efeito bioldégico da IgM é a sua capacidade de activar o
complemento nas reacgfes inflamatorias e no mecanismo de defesa fagocitica,
produzindo a lise das células ligadas aos Ag (AABB, 1999a). A concentracdo pés
natal aumenta rapidamente no primeiro més de vida e depois gradualmente,

presumivelmente em resposta a estimulagéo antigénica (Remington, 2006).

{[s[€]

A IgG é um mondmero e corresponde a 80% das imunoglobulinas presentes no
soro, estando também presente no fluido extravascular. Como é uma molécula de
anticorpo divalente relativamente pequena, raramente aglutina particulas em
suspensdo em meio salino. Tem tendéncia a combinar-se e permanecer ligada
com antigénios existentes na superficie das células, podendo detectar-se a sua
presenca in vitro pelo teste de antiglobulina. In vivo, células ou particulas cobertas
com IgG desenvolvem interac¢des com células que tém receptores para a por¢ao
Fc das cadeias gama, especialmente neutréfilos e macrofagos.

As moléculas de IgG podem ser classificadas em 4 subclasses, designadas por:
1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4. Estruturalmente, diferem principalmente nas
caracteristicas da regido das dobradicas e no numero das ligacdes bissulfito das
cadeias pesadas; biologicamente tém diferencas significativas nas propriedades
in vivo. A IgG3 tem grande capacidade para activar o complemento, seguida pela
IgG1l e em menor escala a IgG2. A IgG4 é incapaz de activar o complemento.

A 1gG1, 1gG2, IgG3, e IgG4 ndo tém a mesma capacidade para atravessar a
placenta. A IgG1l e IgG3 facilmente interagem com os receptores Fc das células

fagociticas, a IgG4 e IgG2 nédo o fazem téo facilmente (AABB, 1999a) (Quadro 2).
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Actividade funcional IgM IgD | IgG1 | IgG2 | IgG3 | IgG4 IgA IgE
Neutralizacédo + - ++ ++ ++ ++ ++ -
Opsonizacao - - +++ * ++ + + _
Sensibilizacao de células NK - - ++ - ++ - - -
Sensibilizacdo dos mastécitos - - + - + - - +++
Activacéo do complemento +++ - ++ + +++ - +

Distribuicéo IgM IgD | 1gG1 | IgG2 | IgG3 | 1gG4 IgA IgE
+++
Transporte através do epitélio + - - - - - dimer
0
Transporte através da placenta - - +++ + ++ +/- -
++
Difuséo para locais extravasculares +/- - +++ | +++ | +++ | +++ | mond +
mero
~ - 3x10°
Concentragcdo média no soro (mg/mL) 15 0.04 9 3 1 0.5 2.1 5

Quadro 2 — Funcéao e distribuicdo das diferentes classes de imunoglobulinas

No 1° trimestre da gravidez, o feto ja tem na sua circulacdo IgG que sao
produzidas pela mae e atravessam a barreira placentaria. Lentamente atingem
uma concentracdo detectavel no feto as 17 semanas de gestacdo, aumentando
de forma exponencial, até atingir o maximo as 30 semanas e igualando a
concentracdo da mée em IgG as 38 semanas. Em alguns casos, a concentracao
fetal de IgG pode exceder a concentracdo materna (Remington, 2006).

As IgGs passam de forma activa da mae para o feto através dos trofoblasto, por
um mecanismo de pinocitose (Mannessier, 2007). As 1gG2 e IgG4, embora
sensibilizem os eritrécitos fetais, ndo sédo capazes de os destruir, devido a pouca
ou nenhuma unido aos receptores Fc dos macrofagos e a incapacidade de
activacdo do complemento (Clovis, 1992).

Por volta dos 6 meses intrauterinos, o feto comeca a produzir IgM, cuja
concentracéo vai aumentando de forma estavel.

Ao nascimento, a concentragdo de IgG de origem materna é maxima, e diminui

bruscamente até aos 3 meses de idade, continuando depois a diminuir de forma
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mais lenta, até que deixa de ser doseavel aos 8 meses de idade. Também na
altura do nascimento, o feto comeca a produzir IgG (que iguala a concentragéao de
IgG materna aos 2 meses) e IgA.

Aos 12 meses de idade, as concentracdes totais dos anticorpos ja perfazem 60%
das do adulto sendo que a IgG é 80% da do adulto, a IgM 75% e a IgA 20%
(Remington, 2006) (Fig. 4).
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Figura 4 — Niveis de imunoglobulinas IgG, IgM, e IgA no feto, no recém-nascido e

durante o primeiro ano de vida

2.5 - IMUNIZACAO MATERNA

Desde que foi instituida a determinacdo da compatibilidade sanguinea nas
transfusdes entre o dador e o receptor, a aloimunizacdo de mulheres Rh
negativas por transfusdes com sangue Rh positivo € agora muito rara (Koenig,
2000).

Presentemente, a aloimunizacdo ocorre quase exclusivamente na gravidez de
mulheres RhD negativo em que o feto € RhD positivo. Esta imunizacéo resulta da
passagem de células fetais, que expressam a sua superficie o antigénio D, para

a circulacdo materna cujas células sanguineas néo possuem esse antigénio. Esta
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passagem do antigénio D para a circulacdo materna da-se principalmente por
hemorragia feto materna (HFM).

Bowman e associados usando o teste de eluicdo acida Kleihauer-Betke (prova da
eluicdo acida da hemoglobina fetal), detectou 1 célula fetal em 200.000 células da
mae, correspondendo a uma fraccdo de 1 mililitro do volume sanguineo maternal
(Liley, 2003) (Fig. 5).

Figura 5 - Kleihauer-Betke num caso de HFM massiva

(eritrocitos corados = eritrécitos fetais)

O teste de Kleihauer-Betke, baseia-se na diferente resisténcia entre a Hb fetal (Hb
F) e a Hb adulta (Hb A) a eluicdo acida. As células que contém Hb F séo
resistentes a eluicdo acida e incorporam corante, enquanto que as células que
contém a Hb A aparecem palidas.

Através do calculo da relacdo entre eritrocitos fetais e maternos obtemos a % de
eritrocitos fetais.

O volume de sangue fetal (ml) = % de eritrocitos fetais/100 x 5000 ml.

Em 60% das gravidezes, a passagem de sangue fetal € de cerca de 0,1 ml. Mais
do que 5 ml e mais do que 30 ml foram encontradas em 1% e 0,25% destas
mulheres, respectivamente (Koenig, 2000; AABB;1999d).

A passagem assintomatica transplacentar de GV fetais ocorre em 75% das
mulheres gravidas durante a gravidez, durante o trabalho de parto ou durante o

parto.
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A incidéncia e a gravidade da HFM aumentam ao longo da gravidez: 3% no
primeiro trimestre da gravidez, 12% no segundo, 45% no terceiro e 64% no parto
(Ramasethu, 2001; AABB, 1999d).

O uso de técnicas de Citometria de Fluxo e de amplificacdo do DNA fetal
confirmam que as células fetais podem ser detectadas no sangue materno
durante todos os trimestres da gravidez (Liley, 2003).

A placenta € uma membrana activa e selectiva, cujas caracteristicas dinamicas
condicionam a circulacdo nos dois sentidos. O ponto de contacto directo entre as
circulagbes utero-feto-placentario é o trofoblasto, unidade funcional composta pelo
espaco inter-viloso onde circula 0 sangue materno e pelos capilares vilositarios

onde circula o sangue fetal (Fig. 6).

Placenta
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Figura 6 — Placenta

Nutrientes, liquidos e gases sao trocados entre o sangue da mae e o do feto
através da placenta.

Embora ndo se conheca a presséo nos capilares das vilosidades, pensa-se que é
menor do lado materno, o que pode explicar a passagem dos GV fetais para a
circulacdo materna, mesmo em condi¢des normais (Baia, 2006).

O valor da hemorragia feto-materna pode ser afectado sempre que existam:
descolamento do trofoblasto ou da placenta, cesariana e curetagem uterina
(Vicente et al., 2003).
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O risco de HFM esta aumentado em certas situacfes obstétricas, tais como:
toxemia; aborto espontaneo ou terapéutico, gravidez ectopica (Koenig, 2000),
utilizacao de férceps, remocdo manual da placenta e trauma abdominal.

Este risco aumenta também em caso de utilizagcdo de técnicas invasivas da
circulacdo feto-materna, como amniocentese, cordocentese, biopsia das
vilosidades corionicas. (Vicente et al., 2003). Mesmo usando a ultrassonografia
como auxiliar, HFM ocorre em cerca de 2,5 a 8,4% das doentes que fazem

amniocentese (Liley, 2003).

2.5.1 - Resposta Imune Primaria

Ap0ds a exposicao inicial ou primaria ao antigénio que entra na circulacdo materna,
0 sistema imune materno produz Ac do tipo IgM, que ndo atravessam a placenta.
Trata-se da resposta imune primaria (Fig 7).

adam.com

Figura 7 - Resposta Imune Priméria

A existéncia de incompatibilidade feto materna ABO tem um efeito protector
substancial, mas néo absoluto, contra a imunizacdo materna, pelo aumento da
destruicdo das células do feto na circulagdo materna, diminuindo a oportunidade
ao antigénio D de induzir uma resposta imune. A incompatibilidade ABO nao

oferece, no entanto, proteccdo na resposta imune secundaria (Koenig, 2000).
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2.5.2 - Resposta Imune Secundéaria

Progressiva e lentamente os Ac IgM séo substituidos por Ac tipo IgG, que
atravessam a placenta. Uma segunda exposicdo a células fetais RhD, numa
segunda gravidez de uma mulher RhD negativo sensibilizada, produz uma
resposta imune secundaria que € marcada por uma rapida e grande producédo de
Ac anti-D IgG (Fig. 8).
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Figura 8 - Resposta Imune Secundéria

O volume de sangue requerido para que ocorra a primeira sensibilizacédo é de 0,5
ml de células RhD; a resposta imune secundéria ocorre com 0,03 ml de células
RhD (Ramasethu et al., 2001).

Uma vez ocorrida a imunizacdo materna, a placenta transporta activamente Ac
IgG para a circulacdo fetal, estes Ac unem-se especificamente aos eritrocitos
fetais, que seréo destruidos pelo sistema mononuclear fagocitico (Liley, 2003).

O grau de sensibilizacado pelo antigénio D do feto no sistema imune materno é
proporcional a dose de antigénio a que € exposto (Koenig, 2000).

O risco de hemorragia transplacentar depende do volume de sangue envolvido na
circulacdo placentar e da integridade do sistema circulatério materno-fetal.

O volume sanguineo da circulacdo feto-materna aumenta progressivamente ao
longo da gravidez. A este aumento de volume estd associado um aumento de
risco de hemorragias feto maternas espontaneas, nem sempre associados a
episodios clinicamente identificaveis (hemorragias silenciosas) (Bowman et al.,
1986).

Se a hemorragia é prolongada ou repetida durante a gravidez, a anemia

desenvolve-se lentamente, dando ao feto a oportunidade de se adaptar,
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desenvolvendo compensacdes hemodindmicas Neste caso, os recém-nascidos
apenas manifestam palidez ao nascimento.

Se se trata de hemorragia aguda, principalmente ao nascimento, 0s recém-
nascidos podem apresentar palidez, fraca resposta a estimulos, respiracao

ofegante com manifesta¢des de choque circulatério (Liley, 2003).

2.6 - AVALIACAO PRE — NATAL DA ALOIMUNIZACAO

Sempre que se diagnostica uma aloimunizagdo ou héa grandes suspeitas de tal
diagnéstico, a vigilancia materna embora apresente inconvenientes para a mae e
alguns riscos para o feto, tem que ser feita de imediato. A forma de avaliar esta
patologia e identificar os fetos RhD positivos, passa pela utilizacdo de métodos

nao invasivos e métodos invasivos (Aradjo et al., 2003).

2.6.1. - METODOS NAO INVASIVOS

Histéria Obstétrica

Vérios factores pré-natais sdo importantes para o diagndstico e controlo da
aloimunizacgéo, para determinar a severidade da doenga hemolitica perinatal. O
conhecimento da histéria gestacional materna é também importante (Koenig,
2000).

Ainda que habitualmente a severidade da DHP se deva a gravidezes anteriores
de fetos afectados, a doenca manifesta-se por vezes na primeira gravidez, devido
a hemorragia feto-materna.

Se a mae tem uma histéria anterior de um feto com hidropsia e o pai apresenta
heterozigotia para o RhD, o feto pode ser RhD negativo e nédo ser afectado ou ser
RhD positivo e ser severamente afectado. Se um filho anterior desenvolveu
hidropsia, o actual tem 90% de probabilidade de também ter (Liley, 2003).

E importante investigar se hé histéria de transfusdes de sangue anteriores, ndo so
para avaliar a aloimunizacdo em relacdo ao Ag D, como a outros antigénios,

particularmente o antigénio Kell (Ramasethu et al., 2001).
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Ultrassonografia

A ultrassonografia fetal de alta resolucdo constitui um dos maiores avancos no

diagnostico fetal precoce (Fig. 9).

Transducer

_ FADAM.

IFigura 9 — Ultrassonografia
A ultrasonografia em tempo real gera imagens bidimensionais, que mostram a
anatomia fetal e também caracteristicas como o peso e movimentos fetais,
volume de liquido amni6tico e anomalias estruturais. A ultrassonografia
tridimensional acrescenta a dimensdo de volume, que ajuda a detectar certas
anomalias anatémicas. Pode ser programada seriadamente, e ser avaliada com
outros parametros de diagnéstico. Da-nos informacfes sobre o n° de fetos,
apresentacdo, comprovacdo da viabilidade fetal, localizagdo da placenta e
avaliacao da idade gestacional (Jonathan et al., 2005). O uso de ultrassonografias
seriadas pode ajudar a detectar sinais iminentes de hidropsia fetal.
Quando estamos perante um caso de hidropsia, a hemoglobina fetal apresenta
habitualmente valores de cerca de 7 g/dl, valor muito abaixo da média para a
idade gestacional (Kenneth, 2001).
Permite-nos ainda, avaliar se estamos perante casos de: hepatoesplenomegalia
(hematopoiese extramedular, em resposta a anemia fetal), ascite (sinal de duplo
contorno da bexiga fetal), edema (espessamento e perda da estrutura
placentaria), derrame pericardico (um dos sintomas mais precoces de doenca
fetal ou hidropsia). No feto anémico, o fluxo sanguineo fetal € desviado
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preferencialmente para o cérebro, para assegurar a oxigenacao adequada, e a
sua velocidade maxima na artéria cerebral média aumenta em casos de anemia
moderada e grave (Ramasethu et al., 2001; Baia, 2006).

A ultrassonografia, permitiu aumentar a seguranca quando se efectua uma
amniocentese e é essencial quando se efectua uma colheita arterial de sangue
fetal numa transfus&o intrauterina. E o método escolhido para fazer a
monitorizacdo das gravidas aloimunizadas e permite planear quando se deve
efectuar colheita de amostras fetais por métodos invasivos, tratamentos fetais e

programar o parto (Liley, 2003).

Estudo seroldgico

No inicio da gravidez, ou de preferéncia numa consulta pré-concepcional, todas
as mulheres devem realizar uma tipagem do grupo sanguineo e pesquisa de
anticorpos irregulares ou prova de antiglobulina indirecta (PAI).

Nas gravidas RhD negativo a PAI deve ser repetida mensalmente a partir do 2°
trimestre (Vicente et al., 2003). Quando no teste de rastreio € detectada a
presenca de um Ac, deve determinar-se a especificidade do Ag, isto é avaliar
contra que Ag é dirigido esse Ac (Waldron, 2005).

Numa aloimunizag&o materna e sem risco, mesmo que o0 anticorpo seja forte, se 0
feto € compativel, € conveniente determinar o fenétipo do progenitor para saber
se ele possui 0 antigénio correspondente e se na sua expressédo é homozigoto ou
heterozigoto. No caso de aloimunizagdo anti-D, o fenétipo Rh paterno deve ser
conhecido, podendo fornecer informacdes Uteis sobre a probabilidade de o feto ter
herdado o antigénio D e, consequentemente, do risco de ser exposto a DHP
(Minon et al., 2006).

A fixagdo de Ac do tipo IgM aos eritrocitos produz normalmente aglutinacdo. Pelo
contrario, os Ac IgG fixam-se aos eritrécitos, mas geralmente ndo produzem
aglutinacdo. A sensibilizagdo dos eritrocitos por IgG pode detectar-se através da
prova de antiglobulina directa (PAD).

A prova de antiglobulina indirecta - PAI (Teste Coombs Indirecto) detecta Ac
irregulares no sangue materno através de uma técnica de sensibilizag&o in vitro.

O soro de maes RhD negativas € incubado com eritrocitos RhD positivo
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(sensibilizacdo in vitro). Obtemos um teste positivo se se verificar que ha

aglutinacdo apés a adigdo do soro antiglobulina humana (Soro Coombs) (Fig 10).

(@)

(b) SISV "I R

Figura 10 - Reacc¢do antigénio anticorpo

(a) Aspecto de uma reaccgao negativa Ag — Ac (auséncia de aglutinagéo)

(b) Aspecto de uma reaccgao positiva Ag — Ac (presenca de aglutinagéo)

A aglutinacdo produz-se porque o anti-lgG e o anti-C3 que compdem o soro de
Coombs, se unem a IgG e C3 humano, que por sua vez estdo unidas aos
eritrocitos, actuando assim como ponte intercelular (Koenig, 2000).

O soro de Coombs é uma antiglobulina humana produzida por imunizacdo de
outras espécies (Liley, 2003).

No caso de uma PAIl positiva, a determinacdo do titulo de Ac, deve ser
programada seriadamente a intervalos regulares, normalmente cada 2 a 4
semanas de intervalo no 2° trimestre de gestacao e todas as semanas ou de 2 em
2 semanas no 3° trimestre (Waldron, 2005). Para esta determinacao utiliza-se um
método semiquantitativo, que usa uma serie de diluicdes do soro em estudo
contra amostras de eritrécitos seleccionados e conhecida a sua expressdo
antigénica. O resultado é expresso como 0 inverso da mais alta diluicdo do soro
onde é visivel aglutinacdo macroscoépica (AABB, 1999c).

Séo citados como valores criticos, os titulos anti RhD entre 16 e 32 (diluicdo: 1/16
e 1/32), valores a partir dos quais € indicada a utilizacado de técnicas invasivas
(amniocentese, cordocentese, biopsia das vilosidades coridnicas e recolha de
sangue fetal). Um critério adicional, que pode ser também usado, € o valor do
aumento sequencial do titulo de Ac de duas dilui¢cdes, p. ex. 1/4 aumentar para
1/32 (Waldron, 2005).
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O titulo de anticorpos anti-D ndo da informacdo precisa da severidade da
hemodlise fetal (Calhoun; 2000). O fraco valor preditivo do titulo de Ac materno tem
sido, mais recentemente, questionado. Este exame que deve ser realizado a partir
da décima segunda semana de gestacao, depende de varios parametros, como: a
concentracdo de Ac e Ag; reagentes e métodos de leitura e, sobretudo, da
constante afinidade dos Ac. A titulagdo é, portanto, um método inadequado e
ineficaz, uma vez que ndo mede mais do que a quantidade de anticorpos capazes
de se fixarem in vitro sobre os eritrocitos teste (quantidade que depende da
constante de afinidade) e ndo a quantidade total do anticorpo.

Acima de tudo, é pouco reprodutivel de um laboratério para outro. Por isso, a
avaliacdo da evolucao de um titulo de Ac deve ser estimada em condicfes muito
rigorosas, reportando a um soro com titulo de anticorpos conhecido
anteriormente, analisado em paralelo com a amostra de sangue a testar
(Mannessier, 2007).

Deverd ser interpretado considerando a historia obstétrica da doente, podendo

ajudar na decisdo da opg¢do ou ndo por métodos invasivos (Minon et al., 2006).

Genoétipo fetal no sangue materno

Numa abordagem sistemética para determinar se um feto tem o risco de
expressar o Ag D, inclui também a determinacdo do fenétipo do pai. Se ndo ha
duvidas em relacdo a paternidade ou o pai € homozigoto para o antigénio D (d/d),
sendo a mde RhD negativo (Waldron, 2005), podemos concluir que o feto ndo tem
risco de desenvolver DHP (Liley, 2003) e ndo ha necessidade de recorrer a
métodos invasivos (Daniels et al., 2004). Se o pai é heterozigoto para o antigénio
D (D/d) ou se ndo ha certeza em relacdo a paternidade, teremos que recorrer a
uma amostra fetal para se efectuar a pesquisa do antigénio D nas suas células.
Métodos nao invasivos, de modo a obter amostras do feto sem risco de
sensibilizar ainda mais a mée, tém sido avaliados, tais como a colheita de células
fetais do canal endocervical, ou de células fetais que circulam no sangue
periférico da mae (Flegel et al., 1998).

O sangue materno pode usar-se como uma fonte directa de material genético de

células fetais separadas por fluorescéncia (células fluorescentes activadas)
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(Waldron, 2005) substituindo a colheita de células fetais do liquido amniotico por
amniocentese ou a colheita de amostras das vilosidades coridnicas, como fonte
de DNA fetal. Esta técnica elimina, portanto, a necessidade de recorrer a técnicas
invasivas (Daniels et al., 2006).

A andlise molecular do plasma materno abriu novas possibilidades para o
diagndstico pré-natal ndo invasivo, onde a genotipagem RHD fetal € uma das
aplicacoes técnicas mais relevantes até o momento (Avent, 2008).

A concentracdo de DNA fetal aumenta no plasma materno ao longo da gravidez,
sendo estimado que corresponde a aproximadamente 3,4% (intervalo entre 0,4-
12%) no 1° trimestre e a cerca de 6,2% (intervalo 2,3-11,5%) no 3° trimestre (Van
et al., 2006). Este facto serviu de base para o desenvolvimento de um método
melhor, quer em termos de quantidade de amostra quer em tempo de realizacao
do mesmo para a determinacédo do genotipo fetal (Daniels et al., 2004). Lo et al.
desenvolveram a técnica de PCR (polymerase chain reaction - reaccdo de
polimerizacdo em cadeia) em tempo real (RT- PCR), fluorogénica, que permite
quantificar com precisdo o DNA fetal no plasma materno. Utilizaram esta técnica
para identificar uma sequéncia especifica do cromossoma Y, do gene SRY, em
gravidas de fetos do sexo masculino e o gene RHD em gravidas de fetos RhD
positivo.

O DNA fetal estad presente no plasma das gravidas desde o inicio gravidez e
durante algumas horas ou dias ap6s o parto. A analise do DNA fetal parece nao
ser afectada pela presenca de células fetais provenientes de gravidezes
anteriores (Nelson et al., 2001). Os mecanismo de libertacdo e remocédo do DNA
fetal do plasma materno ndo sdo conhecidos, embora tenha sido sugerido que o
figado, baco e rim sejam os érgdos implicados na sua eliminacdo do organismo
materno (Lo et al., 1999).

A tipagem do DNA por PCR, requer a preparacdo das amostras, a extrac¢éo dos
acidos nucleicos, amplificacdo dos fragmentos de DNA gque pretendemos analisar
e a deteccéo especifica dos fragmentos amplificados.

Métodos robustos, desde a preparacdo das amostras até ao final da interpretacao
dos resultados, sé@o obrigatorios para qualquer estratégia de genotipagem.

A utilizacdo de procedimentos correctos e equipamentos adaptados sé&o

necessarios a um bom desempenho. O nimero total de pipetagens e passos de
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transferéncia devem ser minimizados de modo a evitar contaminac¢des ou trocas
de amostras. A extraccdo do DNA de amostras biolégicas deve revestir-se de
especial atencdo, de modo a assegurar uma pureza adequada (incluindo a
remocao eficiente de inibidores tais como a hemoglobina) e uma quantidade
adequada para prosseguir com a técnica de PCR (Flegel et al., 1998).

Em 2001 o “International Blood Group Reference Laboratory of the English
National Blood Service”, padronizou a determinacdo do gendétipo fetal RHD a
partir de DNA fetal em circulacdo no sangue materno. Inicialmente o método era
extremamente trabalhoso e caro e, portanto, ndo aplicavel como método de
rastreio para todas as mulheres RhD negativas. Desenvolvimentos tecnoldgicos,
recentes com introducédo de técnicas automatizadas, permitiram uma diminuicao
de custos e um aumento da produtividade. Validou-se a alta eficacia das técnicas
de genotipagem RHD, comparando os resultados com os obtidos através da
determinacdo seroldgica RhD em amostras do sangue do corddo, obtidas na
altura do parto (Finning et al., 2008) e com os resultados obtidos com amostras de
LA (Rouillac et al., 2007).

A deteccao da fluorescéncia em sistemas modulares foi testada nesta area ja em
1997, demonstrando possuir maior sensibilidade. Além disso, a conjugacdo da
fluorescéncia com os 5 primers especificos para o0 gene RHD permitiu uma
deteccdo altamente sensivel dos produtos por PCR (Tonn et al., 1997).
Inicialmente os testes da reac¢do de PCR foram criados para caracterizar o DNA
fetal no plasma ou soro materno e o gendétipo RHD foi utilizado como um ensaio
pratico para desenvolver esta nova tecnologia, porque a precisdao dos testes
poderia ser facilmente confirmada ap6s a simples fenotipagem RhD fetal de
células do cordao umbilical apés o nascimento. A primeira geracdo de testes para
determinacdo do gendtipo RHD eram baseados no conceito incorrecto de que
todos os fendtipos RhD negativos eram causados pela completa deleccdo do
gene RHD (Avent, 2008). Baseavam-se apenas na amplificacdo de uma regiao do
gene RHD nomeadamente os exdes 4,7 ou a regido 10/3'UTR (sequéncia ndo
traduzida, presente na regido 3", do exdo 10 do gene RHD) (Rouillac et al., 2007;
Daniels et al., 2004; Schoot et al., 2008). Assim, foi necessario desenvolver

estratégias de diagndstico por PCR baseadas na deteccédo de RHD nos genomas
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de individuos RhD negativos que tém um gene suprimido RHD (Neil D et al.,
2000).

Posteriormente, a investigacdo sobre a base molecular de fenétipos RhD negativo

revelou que um numero significativo de individuos possuem fragmentos de
genomas, ou genes RHD mutantes, sendo o mais notavel o RHD pseudogene
encontrado nos africanos.

Testes de genotipagem RHD mais abrangentes foram evoluindo para diferenciar
esses alelos e sdo os mais adequados para o diagnoéstico da populacdo multi-
étnica (Avent, 2008). Testes de 22 geracao, essencialmente baseados no uso de
diferentes pares de primers para a amplificacdo de varias regides (exdes e
intrées) do gene RHD, foram sendo implementados por varios laboratorios
(Rouillac et al., 2007). A demonstracdo de um numero elevado de falsos positivos
e falsos negativos, quando se detectava uma Unica porcdo da sequéncia do gene
RHD, levou a utilizacdo de pelo menos dois pares de primers que iriam amplificar
regibes distintas do gene RHD, de modo a diminuir o risco de genotipagem
incorrecta (Flegel et al., 1998).

Com a evolucdo tecnolégica, novas abordagens tém sido adoptadas
nomeadamente a PCR em Tempo Real quantitativa (RT-PCR) que utiliza a
tecnologia Tagman em que uma sonda fluorogénica hibridiza com o alvo
pretendido e resulta na geracdo de um sinal de fluorescéncia proporcional a
guantidade de produto presente.

A maior vantagem da RT-PCR em relacdo a PCR convencional é o facto de ser
quantitativa, permitir distinguir facilmente o material fetal do material materno e,
ainda, o facto de a amplificacdo e andlise ser realizada em tubos fechados,
reduzindo o risco de contaminagdes (Daniels et al., 2009). E um método robusto e
fiavel, de facil execucdo, necessitando de reduzidos procedimentos manuais, 0
que diminui potenciais erros. E uma alternativa que oferece mais confianca do
que os métodos classicos, utiliza pequenos volumes de reagentes, € rapida
(demora menos de uma hora na amplificagcdo e deteccdo), tornando-se um
método de elei¢do para se usar como método de rotina, especialmente quando o

tempo é um factor critico (Araujo et al., 2003).
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A fig. 11 representa a fase de amplificacdo em RT-PCR. Para cada grupo de
amostras, foi determinado o nimero de ciclos em que a fluorescéncia da amostra

aumenta acima da fluorescéncia de base, sendo este o inicio da fase exponencial.
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Figura 11 — RT-PCR: gréfico representativo de amplificacao.
Observacéo de resultados tipicos em amostras de doentes representando
um resultado positivo para o DNA fetal; um resultado negativo para o DNA
fetal e um resultado de uma gravida RhD negativo mas que possui no seu

genoma um pseudogene.

A amplificacdo do DNA numa ou mais regibées do gene RHD pode fornecer o
gendtipo fetal correcto com uma probabilidade aproximada de 99% (Kumar,
2008).

A escolha dos primers e das regides seleccionadas varia com 0s autores, 0S
protocolos escolhidos e as populacbes a serem testadas, ndo existindo um
consenso sobre a abordagem mais fiavel para cada populacdo (Aradjo et al.,
2003).

Uma andlise recente a 37 publicacdes Inglesas refere que até a data, existem 44
protocolos diferentes usados na genotipagem RHD fetal a partir de sangue
materno. Todos apresentam como valor de precisdo uma média de 94,8%. No
entanto, as precisdes individuais variam entre 31,8 a 100%, dependendo do
protocolo, da estratégia de genotipagem e diferentes especificidades para a
determinacao do gene D fetal (Muller et al. 2008).
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O DNA é habitualmente isolado do plasma materno, apés centrifugacdo de uma
amostra de sangue periférico materno colhido com o anticoagulante EDTA, (Chiu
et al., 2001). Sempre que possivel, este procedimento deve ser executado logo a
seguir a colheita da amostra, com a finalidade de evitar o aumento de DNA
materno por degradacao dos glébulos brancos (Daniels et al., 2009).
Recentemente, foi apresentado pelo SAFE NoE (Special Non-Invasive Advances
in Fetal and Neonatal Evaluation Network of Excellence) o mais promissor
protocolo para extraccdo de células fetais livres a partir do plasma materno. O
DNA foi extraido usando dois diferentes métodos: um utiliza o método de colunas
em espiral (QIAamp DSP virus kit, Qiagen, Hilden, Germany); o outro utiliza
esferas magnéticas (Chemagen, Baesweiler, Germany) Com base nesse
protocolo foi efectuado um estudo que permitiu concluir que a determinacédo do
gendtipo fetal RHD a partir do sangue materno pode ser considerada tdo sensivel
como o tradicional teste serologico fetal que se realiza no periodo pds natal.

A sensibilidade do gendétipo RHD é de 99,7% usando para a extraccao do DNA,
colunas em espiral e de 99,8%, usando para a extrac¢cao do DNA, esferas
magnéticas comparavel portanto com a técnica serolégica que tem uma
sensibilidade de 99,5%. A especificidade do gendtipo RHD é de 99,2% usando
colunas em espiral e 98,1% usando esferas magnéticas, ou seja, levemente mais
baixa do que a da serologia,> 99,7 (Muller et al., 2008).

Os testes de DNA requerem uma interpretacdo cuidadosa e o resultado dos
testes efectuados ao pai devem ser consistentes com os do feto (Waldron, 2005).
A tipagem fetal D tornou-se um padrdo de cuidados médicos na Inglaterra, em
mulheres gravidas com um nivel significativo de anticorpos anti-D (Finning et al.,
2009).

E de todo o interesse determinar o genétipo fetal no caso de gravidas
aloimunizadas para o Ag D. Se o feto é identificado como RhD positivo, o risco de
desenvolver DHP é muito elevado e a gravidez deve ter um seguimento numa
consulta de alto risco com vista a vigilancia da DHP. Se o feto for RhD negativo,
nao corre risco de desenvolver DHP e a gravidez pode decorrer de forma normal
(Daniels, 2007).

Este método n&o invasivo de determinagdo genétipo RHD fetal podera ser

sistematicamente proposto a todas as gravidas RhD negativas, para uma melhor
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orientacdo no seguimento pré-natal e para um aumento da eficacia da profilaxia
RhD (Minon et al., 2006).

2.6.2 - METODOS INVASIVOS

As mais importantes técnicas de diagnéstico pré-natal sdo a ultrassonografia
detalhada, amniocentese, bidpsia das vilosidades corionicas e colheita de sangue
fetal por cordocentese. O diagnostico pré-natal pode permitir: a opcdo de
interrupcdo da gravidez por deteccdo de doenca severa; administracdo de terapia
limitada a um certo nimero de condi¢des; confirmacao se alguma doenca néo foi
detectada, controle obstétrico do bom estado fetal e planeamento de controlo

neonatal no futuro (Lissauer, 1999) (Fig.12).

Transabdominal
chorionic villus

Amniocentesis Ultrasound

. Transcervical
chorionic villus sample

Figura 12 - Algumas das técnicas invasivas usadas no diagndstico perinatal

Amniocentese
A amniocentese é usualmente efectuada em gravidas aloimunizadas com historia

prévia de fetos afectados, em que o pai € heterozigoto para o gene que codifica o

Ag e que apresentem um titulo de Ac elevado ou com um valor critico.
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O liquido amnidtico (LA) é obtido introduzindo uma agulha através da parede
abdominal da gravida e do utero, até atingir a cavidade uterina (AABB, 1999d).

O procedimento deve ser realizado sob orientacéo ultrasonogréafica para reduzir o
risco de HFM (Roman et al., 2005).

A analise espectrofotométrica do LA, em densidade Optica (DO), permite,
representar graficamente, utilizando uma escala semilogaritmica, a relagédo entre
os produtos da decomposicdo do sangue e a gravidade da doenca em relacéo a
idade gestacional (Gréfico de Liley) (Roman et al., 2005).

A avaliacdo da concentracdo da bilirrubina no LA da-nos uma indicagéo indirecta
do grau de hemdlise fetal. A concentracdo da bilirrubina € lida em DO e a
linearidade no comprimento de onda de 450 nm (AODysp) (Nicolaides et al., 1998).
Séo feitas, leituras espectrofotométricas do LA nos comprimentos de onda entre
375-700nm. O aumento da densidade Optica desde a linha de base projectada
aos 450 nm dé-nos a concentragdo da bilirrubina. (Hoffbrand, 2005).

As leituras obtidas sdo inscritas hum grafico semilogaritmico, estabelecendo-se a
relacdo entre a diferenca de DO obtida (ADOss) e a idade gestacional,
permitindo elaborar a actuacéo especifica para cada caso., uma vez que tem um
significado clinico diferente para as diferentes semanas de gestacao.

A andlise do LA usando os gréficos de Liley na previsdo da severidade da DHP
tem sido usada ha décadas (AABB, 1999d) (Fig. 13).

.40 Amniotic fluid AOD 450

Optical density

0 T T T T T T
Wavelength 700 650 600 550 500 450 400 350 nm
Gestation 27 29 31 33 35 37 39 41wk

Figura 13 — Curva de Liley.
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A linha curva indica as leituras obtidas em DO a partir da amostra do LA da
doente. A linha recta indica a linha de base das leituras em DO (une o valor da 12
e da ultima leitura). A diferenca observada a 450nm da-nos o valor da bilirrubina.
No exemplo apresentado na figura, as 29 semanas de gestacéo a diferenca entre
a linha de base e a DO observada a 450nm, apresenta um valor de 0,200, caindo
perto da zona 3, indicando DHP.

Leituras que caiam na zona 1 do grafico de Liley indicam a ndo existéncia de
doenca hemolitica ou anemia na altura em que é realizado o teste (Liley, 2003).

A amniocentese deve ser repetida a cada 2-3 semanas e o0 parto deve ocorrer
perto do termo da gravidez altura em que o feto deve apresentar maturidade
pulmonar (Roman et al., 2005).

Leituras que caiam na zona 2 do grafico de Liley indicam risco moderado de
doenca hemolitica, tornando-se mais severa quanto mais perto a leitura estiver da
zona 3 (Liley, 2003) A amniocentese deve ser repetida a cada 1-2 semanas. O
feto deve ser retirado logo que tenha atingido a maturidade pulmonar (Roman et
al., 2005).

Leituras que caiam na zona 3 do grafico de Liley ou na parte alta da zona 2
indicam risco severo de doenca hemolitica (Liley, 2003). Em geral, € necessario
intervir para permitir que o feto chegue a uma idade gestacional em que o0s riscos
associados ao nascimento e ao periodo neonatal sejam menores do que 0S riscos
associados ao tratamento intrauterino. Em geral, a amniocentese precisa ser
repetida semanalmente. A ecografia € usada para avaliar se ha ascite ou edema.
A transfusao intrauterina pode ser necesséria para evitar a morte do feto, usando-
se concentrados de eritrécitos, lavados e irradiados O Rh negativo e negativo
para Citomegalovirus (CMV). Quando o feto tiver maturidade pulmonar suficiente
para sobreviver, o parto deve ser feito (Roman et al., 2005).

A amniocentese seriada, realizada para medir a bilirrubina no liquido amnidtico,
nao distingue um feto RhD negativo e RhD positivo moderadamente afectado,
expde a mée a multiplos procedimentos invasivos (Bennet et al. 1993) e ndo pode
ser realizada antes das 27 semanas de gestagédo (AABB, 1999d).

Queenan’s et al. fizeram um estudo a partir das 14 semanas de gestacao até ao
termo e construiram um grafico com 4 zonas.

Normalmente a concentracdo da bilirrubina no LA, € medida pela ADOys e
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aumenta a partir das 14 semanas até atingir um plateau, aproximadamente as 18-
22 semanas. A partir dai a concentracdo comeca a baixar até ao termo da
gestacao, devido ao aumento do volume do LA (Waldron, 2005).
Neste estudo que incluiu 520 gravidezes ndo afectadas, Queenan’s et al.
calcularam valores ADOysp entre as 14 e as 40 semanas de gestagdo. A analise
de 163 amostras LA em 75 gravidezes aloimunizadas resultou na definicdo de 4
novas zonas de controlo:

Zona Rh negativo, ndo afectados;

Zona indeterminada;

Zona Rh positivo, afectados

Zona de risco de morte intrauterina. (Kenneth, 2001) (Fig. 14).

0.207 r0.20
Intrauterine Death Risk
0.181 r0.18
18 Rh positive [0-16
{afiacted)
0.141 r0.14
0.121 F0.12
E
§ 0.104 Indeterminate -0.10
-+
[=] - L
91 0.08 0.08
0.061 - 0.06
Rh negative
0.041 {unaffected) -0.04
0.021 -0.02
0.00 T T T ——r—— 0.00

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Weeks Gestation

Figura 14 - — Curva de Queenan.
Zonas de valores de controlo do LA baseados na ADOQOgsg €

na idade gestacional entre as 14 e as 40 semanas

Nas gravidezes em que se verifica hemolise fetal, a concentracao de bilirrubina no
LA é detectavel ou aumenta a partir das 22 semanas. O aumento progressivo da

concentracdo de bilirrubina acima dos valores normais estd associado com o
agravamento do estado de hemdlise, com um potencial agravamento das
condi¢cdes do feto no Utero, uma alta probabilidade de morte in Utero, anemia

severa ou alto risco de falha cardiaca até ao parto.
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Comparando os gréaficos de Queenan e os gréficos de Liley para a interpretacéo
dos ADOg4s0 conclui-se que, apesar de nenhuma das abordagens apresentar
valores falsos positivos na classificacdo dos fetos normais, o0 método Queenan
tem mais probabilidade de identificar fetos com necessidade de transfusdo in
Gtero quando tal ndo era esperado (Waldron, 2005).

Como técnica invasiva que €, a amniocentese tem um risco de 0,5-1% de perda
fetal e esta associada a um risco de 17% de hemorragia feto materna, o que, se 0
feto for RhD positivo, pode aumentar o risco de desenvolvimento de DHP (Daniels
et al., 2009), sendo este o seu maior inconveniente.

O conhecimento da estrutura e organizacdo do gene RH possibilitou a
determinacdo do grupo sanguineo fetal nos amniocitos, pela técnica de PCR
(Janet, 2007). A amostra de LA é também utilizada para fazer o estudo molecular,
do gendtipo do feto para, Kell, Duffy e Kidd. (Baia, 2006) Apenas algumas células
sdo necessarias para a amplificacdo do DNA para analise do genétipo RHD fetal
e, portanto, apenas 1 ou 2 ml de LA deve ser aspirado.

A tipagem do DNA pode ser efectuada em qualquer tecido fetal, como LA
(amniécitos), células trofoblasticas (vilosidades coriénicas) ou sangue de cordao
(células de sangue fetal) (Bennet et al., 1993). Esta informacdo pode ser obtida
nas primeiras semanas de gestacdo mas pode haver risco aumentado de perda
fetal (Waldron, 2005).

Uma retrospectiva do conjunto de estudos realizados sobre amostras de LA,
permite concluir que os excelentes resultados obtidos confirmam a eficacia do
procedimento e justificam a sua utilizacdo na prevencdao da DHP em casos muito
bem seleccionados. A sensibilidade e especificidade da técnica de PCR foram
estimadas em 98,7% e 100%, respectivamente (Baia, 2006) e o valor preditivo

positivo e negativo resultam em 100% e 96,9%, respectivamente (Van, 1996).

Bidpsia das Vilosidades Coridnicas (BVC)

Pode ser efectuada entre a 102 e a 122 semana de gestacdo, podendo ser
realizada por via transcervical ou transabdominal. A BVC também ¢é orientada
pela ultrassonografia, com introducdo de um cateter ou agulha estéril dentro do

local de implantag&o da placenta. As vilosidades coridnicas sao aspiradas e
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submetidas a determinacédo do gendtipo fetal, ndo permitindo avaliar a anemia ou
seja o estado fetal. A vantagem em relacdo a amniocentese é a sua
disponibilidade mais precoce na gravidez, embora tenha a desvantagem de
apresentar maior probabilidade de ocorrer HFM, o que pode fazer aumentar a

aloimunizacgéo da gravida (Jonathan, 2005) (Fig. 15).

Chorionic villi
Placenta

Figura 15 - . Amostra de Vilosidades Corionicas

Cordocentese

A cordocentese ou recolha de uma amostra de sangue fetal na artéria umbilical
por via percutanea, surgiu como uma alternativa a amniocentese.

A vantagem principal da cordocentese € a possibilidade de avaliar directamente o
grau de anemia fetal, e simultaneamente fazer o tratamento. Este procedimento
permite a determinacdo do gendtipo fetal, avaliar a presenca ou ndo de anemia e
acidose no feto (Roman et al., 2005). Além da concentracdo da hemoglobina fetal
€ possivel determinar outros parametros hematoldgicos e bioquimicos que
permitem prever o grau de anemia.

Por exemplo, em caso de anemia a contagem de reticulécitos, leucocitos,
bilirrubina e niveis de eritropoietina fetal estdo aumentados, os gases do sangue
alterados e o teste de antiglobulina directo € positivo (Nicolaides, 1998).

A obtencdo de sangue fetal tem um risco de 2% de perda fetal e 40% de
hemorragia feto materna, o que pode aumentar ainda mais a aloimunizacao

materna (Bennett et al., 1993). Esta técnica deve ser reservada para utilizacao
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qgquando a ultrassonografia ou a amniocentese indicam a probabilidade de
existéncia de DHP severa ou moderadamente severa com provavel necessidade
de tratamento intrauterino. Podera ser efectuada a partir das 18 semanas de

gestacao (Liley, 2003).

7

Quando o hematdcrito fetal é inferior a 30% est4 indicada a execucdo de
transfuséo intrauterina (Koenig, 2000) (Fig. 16).

Transfusion
intrauterina

>

El feto puede recibir
una transfusion
sanguinea a traveés
de la vena umbilical
en la placenta

Figura 16 - Transfusao Intrauterina

2.7 - DOENCA HEMOLITICA PERINATAL (DHP)

A DHP, caracteriza-se pela presenca de eritrocitos fetais revestidos por
aloanticorpos IgG de origem materna, dirigidos contra o Ag de origem paterna
presente nas células fetais e ausentes nas células da mée. A imunizacdo da mae
ocorre quando eritrocitos fetais entram na circulacdo materna, sendo descrito
esse evento como hemorragia feto-materna. A HFM ocorre em cerca de 75% das
gravidezes, principalmente durante o terceiro trimestre e na altura do parto,
desencadeando uma resposta imune materna, com desenvolvimento de Ac anti-
D.

Havendo transferéncia transplacentar de Ac anti-D do tipo 1gG, estas vao revestir
0s eritrocitos provocando a destruicdo acelerada dos GV sensibilizados, antes ou
apos o nascimento. A severidade da doenca pode variar entre a morte intrauterina

a alteracdes serologicas em criancas assintomaticas (AABB, 1999d).
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A designacao doencga hemolitica do recém-nascido, foi escolhida para substituir a
designacgao eritroblastose fetal, quando o mecanismo da anemia fetal e da
ictericia neonatal foi conhecido (Waldron et al., 2005) — destruigdo eritrocitaria
acelerada com estimulacéo da producéo dos eritrocitos.

Muitas das células fetais entram em circulacdo prematuramente como células
nucleadas — eritroblastos - dai a designacao eritroblastose fetal (AABB, 1999d)
(Fig. 17)

Eritroblastos <
.

Figura 17 — Esfregaco sanguineo na DHP, apresentando GV normais; GV com
alterac6es morfologicas e eritroblastos

Originalmente esta patologia era incluida nas sindromes clinicos conhecidos
como kernicterus do prematuro, anemia congénita do recém-nascido e hidrépsia
fetal (Calhoun, 2000).

A hemodlise dos eritrcitos dos fetos e recém-nascidos determina uma estimulagéo
eritropoiética, que pode associar uma eritropoiese extramedular, causando
hepatoesplenomegalia e um aumento de eritroblastos na circulacéo.

A designacdo Kernicterus deve-se a hiperbilirrubinémia com deposicao de
bilirrubina ndo conjugada no cérebro que causa lesfes irreversiveis ou mesmo a
morte fetal. O Ag RhD continua a representar o Ag que esta mais frequentemente
envolvido na DHP (Waldron, 2005).

Sao considerados factores de risco materno associados com DHP: transfusdes
prévias, que em alguns casos podem ter decorrido em eventos médicos em que o
doente desconheca a administracdo de transfusdo prévia. Estas transfusbes
estdo frequentemente associadas a: estadia hospitalar prolongada quando
crianga; procedimento cirdrgico major incluindo craneostomia, escoliose, doenca

congénita do coracao, trauma abdominal, esplenectomia por razdes médicas com
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possivel associacdo com doenca hemolitica crénica; doenca neoplasica em idade
pediatrica; regresso ao bloco operatério até 7 dias depois de anterior gravidez.

As méaes RhD negativas a quem néo foi administrada Ig anti-D, que sdo negativas
para outros antigénios diferentes do D e que apresentem complicacdes do foro
obstétrico, tais como: gravidez ectdpica; aborto espontdneo ou induzido; placenta
prévia; cirurgia fetal; morte fetal ou que necessitem de fazer exames invasivos
como amniocentese; cordocentese, apresentam um elevado risco de HFM e,
portanto, de desenvolverem DHP. Também as mulheres que apresentam uma
historia de gravidez anterior com: transfusdo in Utero; morte fetal precoce por
DHP; transfusdo permuta de plasma; parto anterior em que 0 recém-nascido
necessitou de transfusdo permuta ou fototerapia (Waldron, 2005), tém elevado
risco de desenvolver DHP.

Nem todos os Ac anti-eritrocitarios do tipo IgG produzem DHP. A doenca é
induzida apenas por aqueles que causam destruicdo acelerada das células
incompativeis.

O estudo dos grupos sanguineos permitiu concluir que a DHP nao esta apenas
ligada aos Ac contra o Ag D, mas também a Ag de outros sistemas eritrocitarios
referidos no Quadro 3 (Baia, 2006; Koening, 2000).

Frequéncia da DHP Antigénios Maternos

Comum c, Kell, E

N&o Comum e, C, Ce, Kp? Kp®, cE, k, s, Wr?, Fy?

Raro S, U, M, Fy®, N, Do?, Co?, Di?, DI, Lu?, Y, Jk?, Jk°
N&o Ocorréncia Le? Le®, P

Quadro 3 — Associacdo da DHP com antigénios sanguineos maternos

Em circunstancias raras, a DHP pode também ocorrer em recém-nascidos de
maes com RhD variantes (Koenig, 2000).

A aloimunizagdo com Ag do sistema ABO é também causa comum de DHP. A
incompatibilidade ABO nao é diagnosticada durante a gravidez e os recém-

nascidos raramente s&o sintomaticos ao nascimento (AABB, 1999d).
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E de salientar que algumas mulheres podem ser imunizadas com mais de um tipo
de Ag (Baia, 2006).
A DHP é habitualmente classificada em 3 categorias, com base na especificidade

dos Ac IgG, que séo por ordem decrescente de severidade:

A DHP causada apenas por Ac anti-D ou menos frequentemente, em
combinacdo com Ac anti-C ou anti-E;

A DHP causada por Ac contra outros Ag no sistema Rh ou contra Ag de
outros sistemas, como os Ac anti-c e anti-K que séo habitualmente os mais
frequentes;

A DHP ABO, causada por Ac anti-A e anti-B em mulheres do grupo O ou por

Ac anti-A ou anti-B isolados.

Em todas as categorias, excepto na DHP ABO, os Ac maternos reflectem

aloimunizagé&o por gravidez ou por transfusao (AABB;1999d).

A DHP é também classificada, em trés graus, de acordo com a sua severidade:

Na DHP leve, os recém-nascidos apresentam o TAD positivo, mas nao

apresentam anemia, embora apresentem sinais de compensacao
eritropoiética in Gtero ou apos o nascimento; ndo ha necessidade de recorrer
a transfusdo permuta, para prevenir a toxicidade por hiperbilirrubinémia.
Praticamente todos os recém-nascidos sobrevivem sem necessidade de

tratamento invasivo.

Na DHP moderada, os recém-nascidos apresentam risco de toxicidade

neuronal por hiperbilirrubinémia; podem apresentar sinais de anemia, mas
ndo de acidose ou hidropsia; no sangue periférico pode observar-se
policromasia, anisocitose e reticulocitose; no feto os produtos resultantes da
hemolise podem ser degradados no sistema materno pelo que os recém-
nascidos nascem habitualmente no fim ou perto do termo da gestacgao.

Os recém-nascidos requerem vigilancia neonatal e podem necessitar de

fototerapia ou de transfusdo permuta, para tratamento da hiperbilirrubinémia.

Na DHP severa, os recém-nascidos apresentam hidropsia, hipertenséo portal

e ascite. Podem morrer antes, durante ou depois do nascimento, a ndo ser
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gue sejam sujeitos a tratamento intensivo. Sem tratamento, metade dos fetos
desenvolvem hidropsia entre as 18 e as 34 semanas e a outra metade entre
as 34 e as 40 semanas de gestacdo. Fetos com desenvolvimento precoce de
hidropsia apresentam normalmente anemia sintomatica severa e respondem
bem a uma ou mais transfusdes intrauterinas. Necessitam de transfuséo
permuta logo ap6s o nascimento e fototerapia intensiva para prevenir 0s
efeitos da hiperbilirrubinémia (Liley, 2003; Waldron, 2005; Hoffbrand, 2005).

2.7.1 - Incidéncia

A DHP pode estar associada a Ac de varios sistemas eritrocitarios diferindo o tipo
de Ac para as diferentes racas. Desta heterogeneidade resultam diferencas
guanto a severidade e consequéncias da DHP (Ramasethu, 2001).

A incidéncia da DHP na populacdo depende predominantemente da prevaléncia
do Ag RhD Negativo. Nos individuos caucasianos a prevaléncia é de
aproximadamente 15% (Liley, 2003).

Cerca de 15% das maes sdo RhD negativo e destas, 40% tém fetos RhD
negativos (Daniels G. et al., 2009). Na primeira gravidez, sem profilaxia, 15%
destas méaes podem ficar imunizadas contra o Ag D e 0,7% dos recém-nascidos
podem desenvolver DHP. Na segunda e gravidezes posteriores a frequéncia de
fetos afectados aumenta. Numa gravida com Ac anti-D, 50% dos fetos Rh
positivos com DHP apresentam manifesta¢des clinicas ligeiras, que ndo requerem
intervencao; 25% dos fetos RhD positivo desenvolvem DHP mais grave, que
requer intervencdo depois do nascimento para prevenir Kernicterus e anemia;
25% desenvolvem uma forma grave, que requer intervencdo in Utero, no sentido
de prevenir a severa morbilidade e mortalidade que pode condicionar.

No periodo entre os anos 60 e os anos 90, o uso profilatico pés-natal da Ig anti-D
aumentou e a frequéncia de DHP por RhD decresceu drasticamente (Obitos
atribuidos a aloimunizacdo RhD passaram de 46/100,000 para 1,6/100,000
nascimentos). No mesmo periodo, verificou-se um aumento gradual na frequéncia
da DHP devido a outros antigénios (Waldron, 2005; Gautier et al., 2005; Daniels
et al., 2009).
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2.7.2 - Caracteristicas Clinicas

Depois da sensibilizacdo, os Ac maternos anti-D do tipo IgG, atravessam a
placenta e atingem a circulacao fetal ligando-se ao Ag RhD que existe a superficie
dos eritrocitos fetais. Os Ac ligam-se especificamente aos eritrocitos fetais
(Koenig, 2000), e condicionam a sua destruicdo que pode ocorrer através de dois

mecanismos:

- Os eritrécitos sensibilizados sao lisados por accdo de enzimas
libertadas por macréfagos citotoxicos ou por linfocitos natural killer. A
destruicdo destes eritrocitos, pode provocar a activagdo do sistema
complemento (hemodlise intravascular) (Urbaniak, 2000).

- Os eritrocitos sensibilizados aderem através dos Ac aos receptores Fc
dos macroéfagos, formando rosetas que serdo destruidas pelo sistema
mononuclear fagocitico (Ramasethu, 2001), a nivel do baco (hemodlise

extravascular) (Urbaniak, 2000).

Existe um grupo de factores que influenciam a eficacia da destruicdo imune dos

eritrocitos fetais, e, portanto a gravidade do processo hemoaolitico:

- A subclasse de IgG. A IgG3 (favorecida pela maior longitude na regido da
dobradica), € a subclasse mais eficiente na destruicdo imune destas
células.

- A concentracao de IgG. A intensidade da destruicao celular é proporcional
a concentracédo de IgGs.

- A especificidade do Anticorpo. Os de maior importancia clinica sdo os
anticorpos dirigidos contra os antigénios dos sistemas Rh e Kell

- A expressdo do antigénio. Quanto maior € o nimero de determinantes
antigénicos e quanto mais expostos na superficie celular, mais induzem a
ligacdo de Ac e, portanto, da reaccdo hemolitica

- O funcionamento do baco fetal, uma vez que o baco fetal &€ o local de
eleicdo para a remocao e destruicdo dos GV.

- O polimorfismo dos receptores Fcy. Os genes que codificam os RFcy sao
polimdrficos e podem afectar a capacidade dos mesmos para se unir com a

19G.

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 50




Avaliagdo do impacto da determinacédo do grupo fetal RhD na profilaxia da aloimuniza¢édo na gravidez

- A presencga de anticorpos inibidores. Observaram-se gravidezes com altos
titulos de anticorpos de importancia clinica, por exemplo anti-Rh D, cujos
filhos ndo sdo afectados com DHP. No soro da maioria destas mulheres
detectaram-se anticorpos anti HLA que inibem a interaccdo entre os
mondcitos e os eritrécitos sensibilizados com anti-D por bloqueio dos RFcy
dos macrofagos fetais (Valdés, 2006).

Anemia

Na DHP a anemia resulta de um aumento da destruicdo dos GV, ou de uma
diminuicdo na sua producdo. Ambos os mecanismos podem estar envolvidos em
doentes com eritroblastose fetal (Koenig, 2000).

Numa gravidez normal a concentracdo média da hemoglobina fetal aumenta de
forma linear com a gestacéao, de 10 + 1,2 g/dl as 16 semanas até 15 + 1,2 g/dl as
40 semanas, sendo 1 desvio padrao (DP) aproximadamente 1,2 g/dl. HA uma
anemia moderada quando a concentracdo de hemoglobina apresenta um desvio
de 2-4 g/dl relativamente ao valor normal e uma anemia severa quando ha um
desvio de 4 g/dl. A oxigenagao do sangue fetal diminui em proporgdo com o grau
de anemia, mas a pO, sanguineo fetal, pCO, e pH mantém normalmente valores
normais (Nicolaides et al., 1998). Com a instalacéo e progressao da anemia fetal,
pode observar-se falha cardiaca que condiciona uma diminuicdo da perfusao
tecidular e acidose metabdlica. Uma anemia fetal severa pode levar ao
desenvolvimento de hidropsia ou, em casos extremos, a morte fetal (Koenig,
2000).

Fetos severamente afectados, além de anemia, podem apresentar hidropsia fetal
com edema e ascite (Liley, 2003) (Fig 18).
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Figura 18 — Etiopatogenia da DHP

Inicialmente, atribuia-se a hidropsia fetal a faléncia cardiaca. Actualmente, é

aceite que se deve a hemolise severa, que determina uma eritropoiese

extramedular extensa, localizada particularmente a nivel do figado e baco, mas

também a nivel dos rins e glandulas supra-renais (Baia, 2006). Os vasos

hepéticos e a circulacdo hepatica sdo afectados pela presenca de aglomerados

de células eritréides, que provocam uma obstrucao portal e umbilical, diminuindo

a perfusdo placentar. (Liley, 2003; Koenig., 2000). Estas modificacdes interferem

ainda com a funcdo do hepatdcito, a producao de albumina diminui, o que

associada a disfuncdo hepatica diminui a pressao intravascular oncaética, que

descendo origina o aparecimento de edema generalizado, ascite, derrame

pericardico e pleural (anasarca) (Koenig., 2000; Baia, 2006).

O tratamento de hidropsia fetal com anemia requer o recurso a transfusao

intrauterina de eritrécitos (Alarcén et al., 2000). No entanto, fetos que sejam

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

52



Avaliagdo do impacto da determinacédo do grupo fetal RhD na profilaxia da aloimuniza¢édo na gravidez

hidrépticos antes deste procedimento, tém uma hipétese diminuida de
sobrevivéncia, comparados com fetos nao hidrépticos (Koenig., 2000).

Ictericia

Alguns recém-nascidos desenvolvem ictericia nos primeiros dias de vida, devido a
incapacidade do figado excretar a bilirrubina resultante da lise dos eritrocitos. Os
recém-nascidos apresentam um elevado nivel sérico de bilirrubina devido a baixa
actividade da enzima hepatica glucoroniltranferase, responsavel pela sua
excrecao. Esta ictericia fisiologica apresenta normalmente o seu pico no segundo
ou terceiro dia de vida e, normalmente, ndo requer intervengao.

A ictericia presente ao nascimento ou que ocorre nas primeiras 24 horas de vida,
com um aumento dos niveis séricos da bilirrubina ndo conjugada, é patoldgica e
estd normalmente associada com DHP. Neste caso, o grau de ictericia esta
correlacionado com o grau de hemdlise observado (Koenig, 2000; Ramasethu et
al., 2001; Waldron, 2005).

A presenca de niveis elevados de bilirrubina indirecta nos recém-nascidos
afectados pode levar ao desenvolvimento de uma encefalopatia, também
denominada Kernicterus, causada pela deposicdo de pigmentos de bilirrubina,
gue provocam necrose neuronal nos ganglios basais e cerebelo (Ramasethu et
al., 2001).

A bilirrubina indirecta € insollvel na agua e circula no plasma ligada a albumina.
Quando a capacidade de ligacdo a albumina € excedida, observa-se bilirrubina
livre no plasma, que se difunde através dos tecidos. As membranas celulares séo
compostas por uma bicamada lipidica que favorece a sua difusdo O conteldo
lipidico das membranas do tecido nervoso é superior a dos outros tecidos, o que
explica a alta afinidade da bilirrubina indirecta para este tecido, onde determina
alteracdes na funcdo das mitocondrias e, a morte neuronal (Lissauer et al., 1999).
A encefalopatia € inicialmente marcada por prostracdo e hipotonia. Com o
aumento da severidade da doenca, os doentes podem apresentar sinais de
disfungéo cerebral, como hipertonicidade muscular, posi¢cdo curvada ao deitar

(opistétonos), convulsdes, arritmia respiratoria.
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Cerca de 10% dos recém-nascidos com sinais e sintomas de Kernicterus, néo
sobrevivem. Os que sobrevivem apresentam lesdes irreversiveis tais como atraso
intelectual severo, paralisia cerebral, surdez, estrabismo, etc. (Lissauer et al.,
1999; Ramasethu et al., 2001; Baia, 2006).

Com os avancos no controle dos efeitos da aloimunizagdo nos fetos e recém-
nascidos, esta situacdo — Kernicterus — no recém-nascido, resultante da DHP é

cada vez mais rara (Koenig, 2000; Lissauer et al., 1999).

2.8 - PROFILAXIA DA ALOIMUNIZACAO

2.8.1 - Imunoglobulina Anti-D

Nos anos 60, estudos realizados em mulheres voluntarias RhD negativo
permitiram verificar que quando injectadas com GV RhD positivo e IgG anti-D, ndo
produziam Ac anti-D. Decidiu-se que a IgG anti-D passaria a ser administrada a
maes RhD negativo, depois do parto de recém-nascidos RhD positivo, ou quando
ocorria HFM na altura ou logo a seguir ao parto, como forma de prevenir a
aloimunizagdo materna (Scott, 2001). Por volta dos anos 70 passou a vigorar no
programa de saude publica, na profilaxia da DHP.

A imunizacdo passiva com Ig anti-D previne a aloimunizacdo de mulheres RhD
negativo, quando administrada logo ap6s exposicao a GV fetais RhD positivo, e
nas primeiras 72 h apés o parto. A Ig anti-D “neutraliza” o Ag D presente na
superficie dos eritrocitos fetais RhD positivo, que passaram para a circulacéo
sanguinea materna, impedindo a resposta imune com producdo de Ac anti-D
(Urbaniak, 1998; Scott, 2001). Actualmente, sabe-se que esta administracao
apenas suprime a resposta imune priméaria, ndo tendo qualquer efeito nos
individuos em que a imunizacdo esta ja estabelecida, razdo pela qual ndo esta
indicada a sua administracao nas mulheres ja sensibilizadas (Vicente et al., 2003).
A lg anti-D nao protege de outros Ac que néo o anti-D e que podem causar DHP
(Guideline, 2002).

N&o existe uniformizacdo na dose de Ig anti-D a administrar no pds-parto: no

Reino Unido utilizam a dose de 100ug; na maior parte dos paises Europeus
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utilizam 200-250 pg; nos EUA e em Portugal 300 ug (Scott, 2001; Vicente, 2003).
No Reino Unido, a introducédo da profilaxia no pds-parto de 500Ul (100ug) de Ig
anti-D, intramuscular (num racio de 25ug por 1 ml de GV fetais), reduziu o risco de
aloimunizacdo em 90%, ficando marcada por excepcionais resultados em termos
de seguranca e eficacia (Kumpel, 2001).

Depois da administracdo de uma dose de Ig, os eritrocitos fetais séo eliminados
da circulacdo materna num periodo que varia de algumas horas a alguns dias,
dependendo da quantidade da HFM. O periodo da clearence esplénica varia com

o volume de eritrgcitos fetais a eliminar (Cortey et al., 2006) (Fig 19).
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Figura 19 — Imunizacdo Passiva

O mecanismo responsavel pela imunosupressao ndo esta ainda completamente

esclarecido sendo aceites como provaveis as seguintes explicagdes:

- A supressédo das ceélulas B especificamente produtoras de anti-D é
mediada pela coligacdo do receptor Fc da IgG passiva e dos
eritrécitos RhD positivos fetais. Este parece constituir o fenémeno

essencial subjacente a profilaxia.
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- A rapida destruicdo e clearence (a nivel esplénico) dos eritrocitos
RhD positivos fetais aos quais se ligou a IgG anti-D na circulagéo
materna, € mediada por interaccdes com os macrofagos e células B
que contribuem também para o efeito obtido com a profilaxia,
diminuindo o nimero de células RhD positivas disponiveis para a
apresentacao antigénica (Wells et al.,, 1991; Kumpel et al., 2001,
Scott, 2001).

O sucesso da profilaxia esta directamente relacionado com a capacidade de
reconhecer e quantificar os episodios de hemorragia transplacentar. E
recomendado quantificar o volume de hemorragia feto-materna antes da
administracdo da dose de Ig anti-D (Cortey et al., 2006).

A HFM excessiva designa normalmente os incidentes em que o volume
transferido de GV fetais para a circulacdo materna supera a capacidade de
neutralizacdo conferida pela dose de Ig anti-D utilizada, necessitando de uma
dose adicional, capaz de assegurar a destruicdo e a clearence dos GV fetais
(Robson et al., 2005).

Mais de 50% das HFM excessivas ocorrem depois de partos normais, no entanto,
existem outras circunstancias clinicas com mais probabilidade de |he estarem
associadas, tais como: partos traumaticos, incluindo cesarianas; remo¢ao manual
da placenta; mortes intrauterinas; trauma abdominal durante o 3° trimestre de
gestacdo; gravidez de gémeos (ao nascimento) e hidropsia fetal inexplicada
(Guideline, 2002).

A dose de Ig anti-D a administrar é determinada de acordo com o nivel de
exposicdo aos eritrocitos RhD positivo e tem sido estabelecida com base no
conhecimento de que 0,5 ml de concentrado de eritrocitos RhD positivo ou 1 ml
de sangue RhD é neutralizado por, aproximadamente, 50 Ul (10 ug) de IG anti-D.
Nos casos de suspeita de uma hemorragia feto-materna de grande volume (>
4ml) que ocorre em 0,7-0,8% das mulheres, doses adicionais de anti-D devem ser
administradas, 100 Ul (20 pg) por 1 ml de sangue fetal (Infarmed, 2008).

A HFM é quantificada pelo teste Kleihauer-Betke (teste de eluigdo acida) ou por
citometria de fluxo. Embora esta Ultima técnica seja mais especifica (permite
detectar eritrocitos fetais RhD positivo), reprodutivel e precisa para grandes

hemorragias, € mais dispendiosa e nao esta disponivel na maioria dos hospitais.
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O volume fetoplacentar aumenta de 25 ml as 19 semanas para 150 ml as 31
semanas, estimando-se que as HFM espontaneas aumentem de frequéncia e
volume durante o decurso da gravidez, especialmente durante o 2° e 3° trimestres
(Urbaniak, 1998).

A importancia dada a Ig anti-D e a quantificacdo da HFM com potencial efeito
sensibilizante, tem mais énfase depois das 20 semanas de gestagcdo (o volume
sangue fetal ndo atinge 30 ml antes desta idade gestacional).

Na profilaxia pos-natal, o teste Kleihauer ndo permite calcular com rigor a dose
necessaria, mas sim identificar as gravidas que precisam de uma dose Ig anti-D
adicional devido a HFM excessiva. Trata-se de um teste barato e de fécil
realizacdo. Porém, é apenas semiquantitativo e com fraca reprodutibilidade. Por
outro lado, este teste é dirigido aos eritrécitos fetais, sem distingdo do RhD.

Ou seja, sao quantificados os eritrocitos fetais mesmo que RhD negativos.
Quando ndo € possivel utilizar técnicas mais sofisticadas, os resultados
(devidamente integrados na clinica) constituem a uUnica forma de confirmar e
quantificar a HFM (Vicente et al., 2003).

Deve ser colhida uma amostra de sangue materno em anticoagulante EDTA, logo
a seguir ao parto (x 2 h) e proceder ao teste de Kleihauer, no sentido de identificar
as gravidas com HFM excessivas. Para ajustar a dose de Ig anti-D a administrar,

calcula-se
Volume de sangue estimado (ml) =% eritrécitos fetais x 50

O n° de doses de Ig anti-D necessério determina-se dividindo o volume de sangue
estimado por 30 (1 dose neutraliza 30 ml de sangue fetal). Deve ser arredondado
as décimas e adicionada uma dose suplementar. Ndo se deve administrar mais
qgue 4 doses de Ig anti-D IM em 24h. Se forem necesséarias mais doses, deverao
ser administradas no periodo das 72h apés o parto. O teste de Kleihauer deve ser
repetido 48-72h apds a administracéo de Ig anti-D até obter o valor de 0% (AABB,
1999d).

Estdo descritos casos em que os GV maternos apresentam niveis aumentados de
hemoglobina fetal (HbF> 10,0-15.0%) (Robson, et al., 2005), como sejam a
persisténcia da HbF, a drepanocitose e a [-talassémia, e que se nao forem

previamente diagnosticadas e tomadas em consideracgédo, implicam uma
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sobrevalorizacédo dos resultados. Nestas situagcdes, uma dose de 500Ul (100ug)
deverd ser administrada mesmo que o teste Kleihauer ou a Citometria de fluxo
nao tenham permitido a diferenciacao entre células fetais e maternas

Apesar da profilaxia no pds-parto, e de ao mesmo tempo que se administra Ig
anti-D se utilizar o teste Kleihauer-Betke para estimar a quantidade de HFM e de
se administrar doses suplementares apoés incidentes inesperados, verificou-se
gue continuavam a aparecer maes aloimunizadas, e a DHP continuava a ocorrer
com a frequéncia de aproximadamente 1:1000 nascimentos.

Concluiu-se que as razdes para tal facto poderiam ser:

erros na tipagem do grupo RhD;

esquecimento de administragéo da Ig;

importante hemorragia transplacentar na gravidez ou no parto, para a

gual a dose de Ig administrada né&o fora suficiente para neutralizar os Ac;

existéncia de uma HFM espontanea e clinicamente silenciosa na
gravidez (Urbaniak, 1998; Scott, 2001; Cotorruelo et al., 2002).

A mais importante causa da aloimunizacdo presentemente, é a imunizagao
ocorrida durante a gravidez e que surge, aparentemente, sem ocorréncia de
nenhum evento sensibilizante (Guideline, 2002).

As HFMs indetectaveis sdo mais frequentes durante as Ultimas 12 semanas de
gravidez, pelo que varios estudos indicam que a administracdo de Ig anti-D
durante a gravidez, numa dose maior as 28 semanas (300ug) ou em duas doses
menores as 28 e as 34 semanas (100ug) de gestacdo, pode prevenir a
sensibilizacdo das gravidas. (Pereira, et al., 2007). A administracdo de Ig anti-D
as 28 semanas de gestacdo em mulheres RhD negativo, € uma intervencéao eficaz
na prevencdo da DHP, reduzindo o risco de aloimunizacdo de 2 para 0,1%. A
relacao custo beneficio é positiva se considerarmos as mortes fetais e neonatais
evitadas, as deficiéncias prevenidas, o tratamento fetal, neonatal e também os
custos indirectos relacionados com o0s problemas emocionais e familiares
decorrentes desta doenca (Circular normativa, 2007).

Existem duas preocupacfes em relacdo a garantia da seguranca na profilaxia
com Ig anti-D: o risco do aumento ou incremento da imunizagdo materna por Ac

anti-D e o efeito dos Ac anti-D passivos no feto. Em teoria, a existéncia de baixos
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niveis de Ac anti-D passivos na circulagdo materna pode resultar num aumento da
resposta imune priméria, como foi observado em modelos experimentais,
revelando uma accao oposta em relacdo ao que havia sido planeado. Na pratica,
utilizando mulheres voluntarias imunizadas, tal efeito ndo se observa.

A passagem transplacentar de Ig pode afectar o feto. Em teoria 10% da dose de
300ug (30ug) administrada a gravida passam para a circulagéao fetal.

Era esperado que os Ac anti-D provocassem anemia no feto, mas observacoes
durante os ensaios efectuados ndo confirmam tal suspeita e, embora 28% dos
fetos ABO compativeis com a mae, apresentem a nascenca uma prova de
antiglobulina directa positiva fraca, apds a administracdo de uma dose de 300ug
as 28 semanas de gestacdo, nenhum recém-nascido apresentou sinais de anemia
ou hiperbilirrubinémia. A conclusdo € que os Ac anti-D passivos, atravessam a
placenta podendo interagir com as células fetais, provocando PADs positivas
fracas, mas nado o suficiente para provocar hemalise ou anemia no feto (Urbaniak,
1998).

A profilaxia pré-natal foi introduzida em muitos paises, mas com alguma
controvérsia devido ao aumento de producédo de Ig que tal medida acarreta, uma
vez que é administrada a todas as gravidas RhD negativas independentemente
do feto ser RhD positivo ou ndo. O grupo RhD do feto ndo é normalmente
conhecido na rotina a ndo ser apds o parto.

A g anti-D pode ser administrada por via intramuscular (IM) ou endovenosa (EV),
diferindo entre si na facilidade de administracdo e na velocidade com que se
atingem os picos séricos. A biodisponibilidade dos anticorpos € imediata se a
administracdo da Ig for por via EV e demora de um a dois dias se for por via IM,
dai a importancia da administracdo nas primeiras 72 horas (Cortey et al., 2006).
Na pratica, a maioria dos paises utiliza a via IM, pela facilidade de administracao
e porque os Varios estudos feitos ndo mostraram quaisquer diferencas na eficacia
da proteccéo auferida. Em Portugal a Unica formulacdo comercial disponivel € na
dose 1500 Ul (300ug), que fornece proteccdo durante 12 semanas, neutralizando
a transfusao feto-materna de 30 ml de sangue total (15 ml de eritrocitos fetais).
Caso nado seja administrada na altura devida por circunstancias excepcionais,
alguma proteccdo é conferida se administrada até 10 dias apds o evento

sensibilizante (Bowman, 1985).
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A Ig anti-D correntemente utilizada, € derivada do fraccionamento de plasma de
individuos, cuidadosamente seleccionados, que foram sensibilizados por
gravidez, transfusdo ou por vontade prépria para produzir Ac anti-D.

Para se obter um alto titulo de Ac anti-D policlonais, € necessario um grande
namero de dadores, pelo que sdo levantados alguns problemas éticos.

Tém que ser feitos todos os esforcos no sentido de garantir que todos os GV
utilizados na imunizacao sédo seguros e livres de qualquer organismo patogéneo.
Os GV tém gue ser mantidos em quarentena para garantir que ndo vao provocar
nenhuma doenca no dador. Ainda assim, € sempre possivel o aparecimento de
agentes infecciosos para os quais ndo existem testes disponiveis para o seu
diagndstico ou os que existem ndo sdo suficientemente sensiveis.

A doenca da Variant Creutzfeldt-Jakob (vCJD) é um bom exemplo, para além de
outras complicacdes, devidas a deliberada imuniza¢do, como: Ac anti plaquetarios
e Ac anti-leucdcitos ou Ac contra outros Ag eritrocitarios que néo o D, que podem
estimular e transformar uma futura terapéutica transfusional mais perigosa e
grave para estes individuos. O plasma obtido de pools de dadores para produzir
Ac anti-D pode também estar afectado em temos de transmissdo de infeccdes.
Entre 1991 e 1994, Ac anti-D produzidos na Irlanda foram responsaveis pela
transmissédo da hepatite C a 44 mulheres (Scott, 2001).

Embora os pools de plasma sejam purificados e inactivados por recurso a
utilizacdo de novas tecnologias e o risco de contaminacdo seja minimo, a
possibilidade de infeccdo devida a prides ou virus desconhecidos ou emergentes
e a outros agentes patogénicos, permanece.

A Ig anti-D € um bem limitado, caro e a logistica de administracdo de uma ou mais
doses como profilaxia pré - natal levou a uma maior e mais dispendiosa producéao.
A sua administracéo pode ainda provocar efeitos adversos e muitas mulheres tém
alguma resisténcia em aceitar este tipo de tratamento (Kumar, 2008).

E recomendado que, sempre que seja administrada Ig anti-D, o0 nome e o n° do
lote do produto sejam registados, de modo a manter um registo dos lotes usados
(Infarmed, 2008).

Uma das alternativas a imunizacdo de dadores voluntarios, seria recorrer a uma

fonte segura e efectiva de Ac anti-D monoclonais (mAD).
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Quando for possivel a producdo de um produto monoclonal in vitro, a partir de
linhas celulares “seguras”, podera evitar-se a exposi¢cao a infecgbes provenientes
de produtos de natureza humana (Scott, 2001).

Recentemente foi desenvolvido um Ac anti-D monoclonal recombinante
(MonoRho), de natureza inteiramente humana, que é reactivo com todos o0s
fenétipos RhD e variantes, incluindo RhDY'. Embora os estudos efectuados ja
tenham concluido da sua excelente tolerabilidade, seguranca e bom tempo de
semi-vida, novos estudos clinicos continuam a ser implementados no sentido de
abordar a sua eficacia na eliminacdo dos GV RhD positivos fetais e de prevenir a
aloimunizacdo (Bichler et al., 2004). Os Ac anti-D monoclonais sao ainda
escassos em termos de fornecimento, o seu custo € elevado e as preparacfes

existentes ainda ndo estdo em uso clinico (Bowman, 2007).

2.8.2 - Esquema de conduta de profilaxia ao longo da gravidez

No inicio da gravidez, ou idealmente numa consulta pré-concepcional, todas as
mulheres devem realizar uma tipagem do grupo sanguineo e uma PAI, para
eliminar a hipotese da gravida ja ter desenvolvido previamente uma
aloimunizacédo ao Ag D ou a qualquer outro Ag com significado clinico (Cortey et
al., 2006). As gravidas quando RhD negativas com PAI positiva devem ser
encaminhadas para o hospital para uma consulta de alto risco, com vista a um
tratamento diferenciado e a uma vigilancia e seguimento da gravidez adequado a
prevencdo da DHP (Costa, 2003; Araujo et al., 2003). Se a PAI for negativa, as
gravidas devem ser informadas das implicacdes em termos de sensibilizacao e da
importancia de efectuarem profilaxia com Ig anti-D. A administracédo da Ig anti-D &
condicionada pelo prévio consentimento livre e esclarecido por parte da gravida.
Este esclarecimento deve abranger informacdo relativa ao eventual risco
associado a utilizacdo de hemoderivados, de natureza humana, e a possibilidade
da ndo administragc&o se o pai biolégico for RhD negativo.

Deve repetir-se a PAI as 24-26 semanas de gestacdo. Se a PAI for negativa

administrar, as 28 semanas, Ig anti-D (300 pg). Depois da administracao de Ig,
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nao se deve repetir mais a PAI. A Ig anti-D tem uma semi-vida de 21 dias, mas
pode manter-se em circulacdo em titulagdes minimas durante periodos superiores
(Costa, 2003). A presenca de Ac passivos, dependendo da sensibilidade da
técnica utilizada, pode dar uma PAI positiva num intervalo entre 2 a 4 meses
(Cortey et al., 2006).

Como pode ser dificil ou impossivel distinguir entre Ac anti-D passivos e Ac anti-D
resultantes de uma imunizacéo no final da gravidez, ou na altura do parto, deve
ser ainda administrada a gravida apos o parto e no caso de recém-nascido ser
RhD positivo, Ig anti-D (300 pg), nas 72h a seguir ao parto (Guideline, 2002).

A administragao de Ig anti-D deve ser efectuada na sequéncia de qualquer evento
com risco de HFM. Sempre que h& duvida na sua administracdo, pode e deve ser
efectuado um teste Kleihauer para orientar a conduta (Costa, 2003).

Outras situacdes ja estabelecidas para administracdo de Ig anti-D em gréavidas
RhD negativas incluem:

- Abortos: interrupcdo médica da gravidez; aborto espontaneo, apds 6
semanas de gestacdo; gravidez ectopica ou gravidez molar; ameaca de
aborto com metrorragias ap6s as 12 semanas, no caso de metrorragias
intermitentes, repetir administracao de Ig anti-D de 6 em 6 semanas

- Hemorragias da 22 metade da gravidez (descolamento da placenta,
placenta prévia)

- Técnicas invasivas de diagnéstico/terapéutica fetal: amniocentese,
cordocentese, biopsia das vilosidades, insercdo de drenos, reducao
embrionéria

- Cirurgia/trauma abdominal (inclui a versao externa)

- Morte fetal

A dose a aplicar sera determinada pela idade gestacional. Se a gravidez terminar
entre as 6 e as 12 semanas de gestacdao, uma dose de 50 ug sera suficiente para
proteger a gravida contra o pequeno volume fetal (<2,5 ml) do 1° trimestre.

Em Portugal, a dose 50 ug, ndo esta actualmente comercializada, no entanto as
Instituicdes, por autorizacdo da Direccdo Geral de Saude podem, anualmente, tal
como para outros medicamentos, fazer o pedido de autorizacdo especial, para a

sua aquisi¢do. Este procedimento ndo so reduzird em 6 vezes a quantidade de

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 62




Avaliagdo do impacto da determinacédo do grupo fetal RhD na profilaxia da aloimuniza¢édo na gravidez

hemoderivado administrado, como também os seus custos (Circular Informativa,

2007).

Se a gravida ja estiver sensibilizada para o Ag D ndo se deve administrar Ig anti-

D, porque aumenta a gravidade da aloimunizacdo. Quando a Ig foi administrada

previamente (apds amniocentese ou por metrorragias, p.ex.) a profilaxia deve ser

repetida 12 semanas apdés a primeira administracdo, ndo sendo, no entanto,

necessario fazé-lo antes das 28 semanas de gestacdo (Cortey, 2006; Circular

Normativa, 2007).

Mulher Rh D Neg

Consulta pré-concepcdo/ 12 consulta pré-natal

/ \

PAI - Neg PAI - Pos
T~ v
Consentimento Livre e Esclarecido Hospital
Sempre que for administrada a Ig

A 4

A 4

Gravidez Nao

Evolutiva Gravidez
Evolutiva
Gravidez ectopica v
Mola Hidatiforme
Morte Fetal 24-26 S
> PAI
Administrar Ig anti-D
\ 4
Aborto espontaneo/ Neg
interrupcdo da
gravidez>=6 S
\ 4
> Administrar Ig anti-D Profilaxia Sistemética as 28 S

Administrar Ig anti-D

(N&ao repete PAI)

Y

Ameaca de aborto
Hemorragias 2° T
Traumatismo abdominal
| >=20S

Administrar Ig anti-D

A 4

Técnicas Invasivas de
DPN

(amniocentese,
cordocentese,
cirurgia fetal. etc.)

Administrar Ig anti-D

A 4

Versao Externa

Administrar Ig anti-D

Pés-parto com recém-nascido Rh D Pos

Administrar Ig anti-D

Pos

v

Hospital
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3 - DETERMINACAO DO GENOTIPO FETAL POR METODOS NAO INVASIVOS
VERSUS PROFILAXIA DA ALOIMUNIZACAO

A aplicacdo mais importante da determinacédo pré-natal do gendtipo sanguineo
fetal, utilizando métodos néo invasivos, € a previsao do fenotipo fetal em gravidas
j& imunizadas contra o Ag D.

Este teste de diagnostico efectuado no DNA fetal livre, presente no plasma
materno, utilizando técnicas de biologia molecular (PCR) constituiu um grande
avanco a nivel clinico.

A genotipagem fetal também é Util para testar todos os fetos de gravidas RhD
negativo, evitando o tratamento pré-natal com Ig anti-D em 40% de gravidas RhD
negativo portadoras de fetos RhD negativo (Daniels et al., 2007; Bowman et al.,
2007; Gautier et al., 2005).

Por outro lado, fetos RhD negativos, de gravidas a quem foi administrada a
profilaxia anti-D, sdo expostos a Ig anti-D sem qualquer beneficio. Embora a
guantidade de Ac a que sdo expostos seja muito menor do que a que ocorre na
aloimunizacdo natural, € extremamente improvavel que produza algum efeito
adverso nao conhecido. Todavia, ndo existem estudos que demonstrem as
consequéncias de tal procedimento (Urbaniak, 1998).

A disponibilidade de resultados precoces e fiaveis que permitam a identificacéo
das mulheres RhD negativo com risco de sensibilizacdo, tem a finalidade de
planear testes posteriores e um esquema profilatico pré-natal, mais eficiente na
prevencao da aloimunizacdo ao Ag D (Gautier et al., 2005; Araujo et al., 2003).

E previsivel que a implementacdo pré-natal “em massa” dos testes para a
determinacdo do genotipo fetal, utilizando o plasma materno, leve a uma
substancial reducdo no uso da Ig anti-D que é um produto caro e um bem limitado
(Finning et al., 2008).

Enquanto isso ndo se verifica, tem-se tentado implementar novas estratégias no
sentido de manter ou aumentar a provisdo da Ig anti-D, como seja: 0 uso de
doses menores de Ig em certas circunstancias, como por exemplo, no primeiro
trimestre de gestacdo; uso de testes capazes de quantificar correctamente a
HFM; implementac&o de guidelines para o uso correcto de Ig anti-D (Gautier et
al., 2005).
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A nivel econdmico, a andlise da aplicabilidade da genotipagem fetal tem sido
orientada pelos seguintes vectores/questdes:

- Sera o risco e o custo da Ig anti-D téo significativo que seja conveniente utilizar
a determinacao da genotipagem fetal?

- A administragdo da Ig anti-D est& associada a um baixo risco clinico depois da
implementacdo dos métodos actualmente utilizados na sua preparacdo e
controlo, que garantem que os riscos de transmissédo de infec¢cdes, embora
existentes, sd0 pouco expressivos. Se a prevencdo de riscos ndo € um
argumento convincente em favor da genotipagem fetal, podemaos, pelo menos,
dizer que este tipo de teste sera rentavel?

- Seria a realizacdo de testes de genotipagem fetal em todas as gravidas RhD
negativo, seguido de administracdo de Ig anti-D apenas nos casos
necessarios, mais eficiente do que administrar a Ig a todas as mulheres RhD

negativo?

Actualmente existe uma nocao generalizada de que, considerando apenas as
variaveis econdmicas, a determinacdo do gendtipo fetal por métodos nédo
invasivos apresenta-se menos atractiva do que a administracdo da Ig anti-D a

todas as gravidas RhD negativo.

Neste contexto, pretende-se, considerando apenas 0s custos imputados a:

- Ig anti-D que constam da tabela de precos implementada pelo IGIF para as
Instituicdes e Servicos integrados no Servico Nacional de Saude;

- determinacdo do gendtipo fetal que constam da tabela de precos das
InstituicBes e Servigcos integrados no Servico Nacional de Saude — Diario da
Republica, 12 Série - n°® 21 — 30 de Janeiro 2009; e

- pesquisa de anticorpos irregulares que constam da tabela de precos das
InstituicBes e Servigcos integrados no Servico Nacional de Saude — Diario da
Republica, 12 Série - n°® 21 — 30 de Janeiro 2009;

avaliar qual das alternativas é economicamente mais eficiente, tendo em

consideracdo, nomeadamente, 0 seu custo unitario estimado.
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4 - Analise econOmica da determinagao do gendtipo fetal RHD por métodos
néo invasivos, utilizando amostras de plasma materno versus profilaxia da

aloimunizacéo.

Populacdo alvo: Gravidas RhD negativo com gestacdes normais que n&o

necessitam de recorrer a métodos de diagndstico invasivo

Objectivo: Clarificar a nivel puramente economico e considerando apenas 0s
custos imputados a Ig anti-D administrada, a determinacéo pré-natal do genétipo
fetal e & pesquisa de anticorpos irregulares, qual das seguintes metodologias

apresenta um custo estimado inferior:

e Aplicagéo do procedimento actual com administragao Ig anti-D ou
e Aplicacdo do método que consiste na realizacdo do teste de genotipagem

fetal numa amostra de sangue materno

Em termos genéricos, os dois métodos caracterizam-se da seguinte forma:

a) Ig anti-D:

Sao efectuados 2 testes de pesquisa de anticorpos irregulares, um no inicio da
gravidez e outro antes da administracdo de Ig as 28 semanas de gestacao.

E administrada a lg anti-D a todas as gravidas RhD negativo as 28 semanas.
Aquando do nascimento, no caso do recém-nascido ser RhD positivo, é-lhe
administrada nova dose de Ig.

b) Teste de genotipagem fetal:
No inicio da gravidez é efectuado um teste de pesquisa de anticorpos a todas as
gravidas RhD negativo sendo também sujeitas ao teste de genotipagem fetal,

identificando-se os casos em que o feto € igualmente RhD negativo. Nos casos

em que tal ndo se verifique, i.e., o feto seja RhD positivo, é efectuado um 2° teste
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de pesquisa de anticorpos e administrada a Ig anti-D as 28 semanas e nho
nascimento.
Para efeitos da comparacdo supra referida, sera definido o seguinte quadro de

pressupostos:

Numero de gravidas RhD Negativo: 10.000 (“nRh (D)N”)

2. Custo unitario da Ig: EUR 80,6715 (“Clg” — sendo Clg,g 0 custo unitario da Ig
as 28 semanas e Clgy 0 custo unitario da Ig administrada apds o
nascimento)

Custo unitario das pesquisas de anticorpos irregulares: EUR 4,65 (“EX”)

4. Custo unitario do teste de genotipagem fetal: EUR 53,80 (“CDNA”)
Proporgéo de recém-nascidos RhD positivos: 60% dos casos em que a mae
€ RhD negativo

Neste contexto, o custo total estimado do procedimento actualmente adoptado

pode ser dado pela seguinte expressao:

nRh (D)N x Clg,g

+

Custo Total Estimado = < nRh (D)N x 2 x EX >

+

nRh (D)N x 60% x Clg,,
\ J

Explicitando de forma parcelada, a componente nRh (D)N x Clgzg + nRh (D)N x 2
X EX representa o custo total suportado com a lg administrada e os exames

efectuados por todas as mulheres gravidas RhD negativo.

Por outro lado, a expressao nRh (D)N x 60% x Clgy ilustra o custo estimado da Ig
administrada ao nascimento apenas aos 60% de casos em que, sendo a mée
RhD negativo, o recém-nascido é RhD positivo.
No quadro dos pressupostos supra definidos, para 10.000 gravidas RhD negativo,
o custo total estimado ascende a EUR 1.383.744, i.e., 0 custo médio estimado &
de EUR 138,37 por cada gravida RhD Negativo.
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Por outro lado, o custo total estimado recorrendo ao teste de genotipagem fetal

podera ser dado pela seguinte expressao:

nRh (D)N x [ CDNA + EX]
Custo Total Estimado = +

nRh (D)N x 60% x [ Clg,g + EX + Clgy ]

Explicitando de forma parcelada, a componente nRh (D)N x [CDNA + EX]
representa o custo total suportado com o teste de genotipagem fetal e a pesquisa

de anticorpos irregulares realizados a todas as mulheres gravidas RhD negativo.

Por outro lado, a expressédo nRh (D)N x 60% x [Clg.s + EX + Clgy] ilustra o custo
estimado das Igs administradas e do 2° teste de pesquisa de anticorpos
irregulares efectuado apenas aos cerca de 60% de casos em que, sendo a mae

RhD negativo, o recém-nascido € RhD positivo
No quadro dos pressupostos supra definidos, para 10.000 gravidas RhD negativo,

0 custo total estimado ascende a EUR 1.580.458, i.e., o custo médio estimado é
de EUR 158,05 por cada gravida RhD negativo.
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5 - CONCLUSAO

Em face do exposto, demonstra-se que, considerando o quadro de pressupostos
definido, a realizacdo do teste de genotipagem fetal revela-se cerca de EUR 19,67
mais dispendioso do que o procedimento actualmente adoptado - administracao
de Ig anti-D por cada gravida RhD negativo.

De salientar que, caso o custo unitario do teste de genotipagem fetal se reduza
para um valor inferior a EUR 34,2 (face aos considerados EUR 53,80 -
decréscimo de aproximadamente 36,4%), a realizacdo do referido teste mostrar-
se-ia economicamente preferivel ao método actualmente adoptado.

A alta taxa de exactiddo encontrada nos testes na previsdo do gene RHD fetal
resultaram na implementacdo em maior escala da determinacdo do genotipo fetal
por recurso aos métodos ndo invasivos. Embora estes testes e as suas
metodologias ainda estejam configuradas a um ndmero restrito de laboratorios
especializados (Gautier et al., 2005), antecipa-se que num futuro proximo, com a
automatizacéo e estandardizacao de protocolos e com o desenvolvimento de uma
tecnologia mais robusta e segura, seja possivel a sua implementacdo de uma
forma mais universal, o que levara a uma diminuicdo do preco por teste (Gautier
et al., 2005; Araujo et al., 2003).

N&o obstante, sdo necesséarios estudos econdémicos em larga escala para a
avaliacdo da implementacdo da genotipagem fetal RHD, por métodos nao
invasivos, na rotina da maioria dos laboratdérios.

A avaliacdo econdmica depende ainda de cada pais, dado ser necessério avaliar
quais as guidelines que regem os procedimentos em causa e se estas estao
devidamente implementadas.

Abordando o problema através de uma visdo meramente economicista, a
administracdo de Ig anti-D a todas as mulheres RhD negativo continua a ser
actualmente a estratégia mais rentavel.

Porém, abordando o problema através de uma visdo humanista, convém

relembrar que ndo existe necessidade de administrar Ig profilatica pré-natal a
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gravidas com fetos RhD negativo depois de sujeitas a potenciais eventos
sensibilizantes como por exemplo a amniocentese. Por outro lado, sendo o teste
suficientemente preciso, ndo ha necessidade de recorrer a tipagem serologica do
RhD nas células do corddo apés o nascimento.

Em segundo lugar, a Ig anti-D existe em quantidade limitada, proveniente do
plasma de voluntarios que foram imunizados com GV RhD positivo, sendo uma
questao ética sobre a imunizacdo de pessoas com produtos sanguineos para a
producdo de uma droga cuja utilizacdo nem sempre é essencial.

Em terceiro lugar, e 0 mais importante, trata-se de eliminar o tratamento nao
necessario de gravidas com produtos de natureza humana com os inconvenientes
associados.

Adicionalmente, ndo sdo despiciendos 0s encargos incorridos pelos servicos de
sangue com a finalidade de garantir a seguranca do abastecimento dos produtos
sanguineos derivados do plasma humano (Avent, 2008; Daniels et al., 2009).
Neste sentido, o incremento progressivo da utilizacdo de técnicas baseadas na
genotipagem fetal permitira uma mitigacdo dos referidos encargos, potenciando
as vantagens econOmicas associadas a nova metodologia.

Em face do supra exposto, e embora ndo exista nenhum estudo publicado que
englobe as perspectivas econdmica e humanista, é possivel depreender que uma
das principais vantagens da aplicacdo da genotipagem fetal consiste na sua
capacidade de aliar um custo efectivo expectavelmente decrescente com uma
significativa reducédo de riscos desnecessarios para a saude publica.

Neste contexto, dado que os direitos de propriedade intelectual associados a
genotipagem fetal foram concedidos a nivel mundial, espera-se que o0s
progressos neste campo — e bem assim a massificacdo da utilizacdo da técnica —
nao sejam dificultados por questdes meramente juridicas (Daniels et al., 2009).
Por fim, importa ainda salientar o papel do Estado na implementacéo de técnicas
nao invasivas que permitam reduzir a exposicdo da populacdo a riscos
desnecessarios.

Deste modo, compete ao Estado o incentivo ao desenvolvimento tecnoldgico
nesta matéria e no contexto do sector da Saude, a revisdo da gestdo da despesa
publica em saude e a sensibilizacdo dos clinicos e de todos os profissionais do

sector, no sentido de garantirem uma melhor prestacéo de servicos numa area
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tdo sensivel como a do diagndstico pré-natal e que levanta tantos problemas de

natureza ética.
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