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RESUMO

Foi realizado um estudo exploratério descritivo para quantificacdo da Hemorragia
Fetomaterna (HFM) em 110 gestantes atendidas em maternidades publicas do
Ceard, entre dezembro de 2008 e marco de 2009. A transferéncia de sangue fetal
para o compartimento intravascular materno € um fenédmeno universal na gestacao e
no parto, reconhecido como a base da etiopatogenia da DHPN, sendo a
aloimunizacao RhD mais frequente e associada a quadros mais graves. A prevencao
da sensibilizagdo materna baseia-se na administracdo de Imunoglobulina RhD em
dose correlacionada ao volume de HFM, na propor¢cédo de 20 pg para cada 2 ml de
sangue RhD positivo encontrado. A quantificagdo da HFM foi realizada em toda a
amostra pelo método de Eluigdo Acida (EA) e pela Citometria de Fluxo (CFM) em 95
pacientes. O volume médio de sangramento foi de 4,68 + 8,7 ml de sangue fetal (O -
70 ml) por EA e 0,98 + 4,2 ml (0 - 15 ml) por CFM. N&o foi evidenciada HFM em 57
pacientes (51,8%) por EA e duas (2,1%) por CFM. A HFM foi superior a 10 ml em
3/110 (2,7%) por EA e em 2/95 (2,1%) pela CFM. N&o houve correlagdo entre parto
vaginal ou cesareano e sangramento, (x* = 0,017; P = 0,8964 para EA e x* = 0,154;
P = 0,6946 para CFM) bem como entre o volume de HFM e parto prematuro ou a
termo (X* = 2,443; p = 0,1181 para EA; x* = 0,081, p = 0,7763 para CFM). A
comparacao entre as técnicas mostrou boa correlacdo estatistica (R2= 0,914 e
p<0,001; r=0,8360 p<0,0001). Embora a EA tenha se mostrado eficaz para definir
gestantes com HFM insignificante, superestimou volumes maiores o que tornou
fundamental a aplicacdo da CFM nos casos de hemorragia de grande volume
encontrados pela EA. Assim, seria possivel excluir ou confirmar o resultado e
orientar para a necessidade de adequacéao do uso de IgRh em pacientes com HFM >
30 ml, que necessitariam de dose mais alta que 300 ug, padrdao usado em todas as
gestantes RhD negativas no Brasil. Também foi possivel identificar que mais de 60%
das pacientes poderiam estar recebendo uma quantidade de IgRh superior ao
necessario, em virtude do pequeno volume de HFM. A partir dos dados
apresentados concluimos que a associagao das técnicas de quantificagcdo da HFM
aplicadas no estudo mostrou-se clinicamente sensivel, rapida, eficaz e de baixo
custo, sendo recomendavel sua implantagdo no ambito do SUS, considerando que
nao existe conduta relacionada a quantificagdo de HFM no pais.

Palavras — Chave: Gravidez — Complicagdes Hematoldgicas; Eritroblastose Fetal;
Transfusdo Fetomaterna.



ABSTRACT

This was a descriptive exploratory study to quantify the Fetomaternal Hemorrhage
(HFM) in 110 pregnant women in public maternity hospitals of Ceara, between
December 2008 and March 2009. The transfer of fetal blood to maternal intravascular
compartment is a universal phenomenon in pregnancy and childbirth, recognized as
the basis for the pathogenesis of DHPN, the alloimmunization RhD being more
frequent and associated with the most severe clinical pictures. The prevention of
maternal sensitization based on the administration of RhD immunoglobulin in dose
correlated to the volume of HFM, the proportion of 20 g for every 2 ml of RhD positive
blood found. Quantification of HFM was held in this study by the method of elution
acid (EA) in 110 patients and by flow cytometry (FCM) in 95 patients. The average
volume of bleeding was 4.68 + 8.7 ml of fetal blood (0 to 70 ml) by EA and 0.98 + 4.2
ml (0 to 15 ml) by CFM. HFM was not evident in 57 patients (51.8%) by EA and two
(2.1%) by CFM. The HFM was over 10 ml at 3 / 110 (2.7%) by EA and in 2 / 95
(2.1%) in the CFM. There was no correlation between vaginal delivery and cesarean
or bleeding, (x2 = 0.017, P = 0.8964 for EA and x2 = 0.154, P = 0.6946 for CFM) and
between the volume of HFM and premature birth or the end (x2 = 2.443, p = 0.1181
for EA, x2 = 0.081, P = 0.7763 for CFM). The comparison between techniques
showed good statistical correlation (R2 = 0.914 and p <0.001, r = 0.8360 p <0.0001).
Although the EA has been shown effective to define women with HFM minor, larger
volumes overestimated the key that made the implementation of CFM in cases of
large-volume bleeding found by EA. It would be possible to exclude or confirm the
results and guide the need for appropriate use of IgRh higher in patients with HFM>
30 ml, which require higher dose than 300 mg, standard used in all RhD negative
pregnant women in Brazil. It was identified that over 60% of patients could be
receiving a quantity of IgRh than necessary because of the small volume of HFM.
From the data presented we conclude that the combination of techniques for
quantification of HFM applied in the study proved to be clinically sensitive, rapid,
efficient and low cost, and recommended its implementation within the SUS, whereas
there are not Guidelines related to the quantification of HFM in the country.

Key words: Pregnancy - Hematologic Complications; Erythroblastosis, Fetal; Postpartum
Hemorrhage.
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1 INTRODUCAO

A aloimunizacao eritrocitaria esta relacionada a exposicdo de um
individuo a antigenos eritrocitarios estranhos as suas hemacias, resultando na
formacdo de um ou mais anticorpos que permanecem latentes e sdo usualmente
identificados apenas semanas ou meses apOs a ocorréncia da sensibilizacao
(MOLLISON, 1997). A formagdo de aloanticorpos de ocorréncia imune esté
relacionada principalmente a transfusées incompativeis para antigenos associados a
anticorpos de ocorréncia irregular e ndo natural, o0 que pode complicar uma em cada
100 transfusdes (BRASIL, 2007), ou a exposicao materna a antigenos fetais nao
compartilhados pelo binbmio mée-feto, de heranca paterna (VENGERLEN-TYLER,
1999). A exposicdo a hemécias a partir de transplante de o6rgaos, tecidos ou
enxertos também pode desencadear a formagdo de aloanticorpos (NOVARETTI,
2007).

O risco de aloimunizacao correlaciona-se com a distribuicdo génica dos
antigenos de grupos sanglineos na populagéo, de acordo com sua formacéo racial
e étnica, com a forma e importancia da exposicdo e com a predisposicao do
individuo para desencadear uma resposta imune (DEL PEON-HIDALGO, 2002;
ROSSEF, 2006; NOVARETTI, 2007). A probabilidade de o feto herdar do pai um
antigeno eritrocitario ndo compartilhado com as hemacias maternas varia de acordo
com a frequéncia dos alelos dos grupos sanguineos na populagao e pode ser maior
ou menor em funcdo da heterogeneidade de sua distribuicdo (ROSSEF, 2006). A
exposicao por transfusdo representa maior risco de formacao de anticorpos visto
que, na gestacédo, o numero de aloantigenos € limitado aos de heranga paterna e o
volume de hemacias transferidas do feto para a mae é menor sendo, as vezes,
insuficiente para desencadear uma resposta imune primaria (MOLLISON, 1997).
Nao existem diferengcas geneticamente determinadas para maior ou menor risco de
alossensibilizagéo de acordo com o sexo, entretanto, ha relatos de maior prevaléncia
no sexo feminino (AMEEN, 2005).

Os aloanticorpos, uma vez formados, persistem ao longo da vida e podem

vir a desencadear hemolise intra ou extra-vascular, de maior ou menor gravidade,
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caso o individuo seja novamente exposto ao mesmo antigeno. Em mulheres, além
das complicacdes relacionadas a transfusao, os aloanticorpos podem também estar
envolvidos na ocorréncia da Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) em gestacées
futuras (VENGERLEN-TYLER, 1999).

A sensibilizagdo materna, com formagado de aloanticorpos, pode estar
relacionada a exposi¢do prévia a antigenos eritrocitarios através de transfusdes ou
gestacdes anteriores, abortamento, amniocentese ou outros procedimentos
invasivos e nem sempre esta relacionada a disturbios clinicos de maior importancia
(NICE, 2008). No entanto, quando os anticorpos sdo capazes de atravessar a
barreira placentaria podem desencadear hemolise de hemacias fetais em gestagdes
futuras. O mecanismo da hemdlise esta relacionado a formagéao de imunocomplexos
que sao reconhecidos pelos macrofagos esplénicos fetais, responsaveis pela
opsonizacao e destruicao extra-vascular das hemacias sensibilizadas (NOVARETTI,
2001). Nessa situacdo ha diminuicAo da meia-vida eritrocitaria mediada
imunologicamente, no periodo intra-Utero e apds o nascimento, com repercussoes
graves para o desenvolvimento fetal e comprometimento da sobrevida do feto e do
recém-nascido — RN. (MOLLISSON, 1997).

A DHPN complicou gestacdes durante séculos e a primeira descricao
encontrada data de 1600 com o relato de uma francesa que deu a luz gémeos, um
dos quais saudavel e o outro apresentando hidropsia, ictericia e morte por
Kernicterus (WESTHOFF, 2006). Sua fisiopatologia foi descrita por Levine e Stetson
em 1939, através da descricdo do caso de uma paciente que desenvolveu grave
reacao transfusional hemolitica apds receber o sangue do marido e que havia dado
a luz uma crianga com hidropsia fetal. O anticorpo envolvido na rea¢do néo foi
evidenciado (ISSITT, 2005).

Em 1940, a partir de estudos com animais, Landsteiner e Wiener
descreveram um anticorpo que foi chamado inicialmente de Fator Rhesus (Rh) e
parecia estar implicado na DHPN (LANDSTEINER, 1940). Levine, por sua vez,
descreveu e confirmou, em 1941, o envolvimento de anticorpo semelhante, mas
diverso do fator Rh, implicado na fisiopatologia da doenga e optou por manter a
denominacdo anterior, jA consagrada (LEVINE, 1941). O anticorpo inicialmente

descrito por Landsteiner passou a ser chamado de antigeno Landsteiner Wiener
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(LW). Atualmente esta estabelecido que a base da DHPN depende da heranca, no
feto, de um alelo paterno ausente na mae e que controla um antigeno capaz de

causar aloimunizacdo materna, durante a gestacao (OWEN, 2000).

Na maioria dos casos, a pequena carga antigénica RhD nas hemacias e
precursores hematopoéticos fetais, associada a pequenos volumes de HFM, é
insuficiente para estimular o sistema imune materno (MOISE, 2002). No entanto, em
uma mulher imunocompetente RhD negativa, o contacto com 0,1 ml de sangue fetal
RhD positivo € suficiente para provocar a sensibilizagdo (HARTWELL, 1998;
VICENTE, 2003). O risco de aloimunizagao €&, portanto, proporcional ao volume e a
freqiéncia da exposi¢cdo antigénica (KUMPEL, 2006). O numero de mulheres
expostas ao risco de aloimunizacdo anti-D depende do numero de gestagbes, da
distribuicdo dos antigenos RhD na populagcdo e do numero de situagbes de risco
para sensibilizagcdo, bem como do protocolo clinico utilizado para a profilaxia
(BRANGER, 2006).

A aloimunizacdo apds exposicdo a antigenos eritrocitarios depende de
fatores genéticos e adquiridos do paciente, dose e via de administracdo, e da
imunogenicidade do antigeno, porém a forma exata como ocorre ainda ndo esta
completamente elucidada (BORDIN, 2007). Fatores como sexo feminino, diabetes
mellitus, neoplasias soélidas e transplante de células progenitoras hematopoétcas
parecem aumentar o risco de aloimunizacao apés exposicao transfusional, enquanto
doengas linfoproliferativas e aterosclerose sintomatica protegem contra essa
complicagéo (BAUER, 2007).

Na gestagao, a compatibilidade ABO entre mée e feto e o estado genético
de homozigose RhD paterno aumentam o risco de aloimuniza¢do por possibilitar
circulacdo das hemacias fetais RhD incompativeis por tempo semelhante ao das
proprias hemacias maternas (ZIZKA, 2001; DZIEGEL, 2005; WESTHOFF, 2007;
ZIZKA 2008). Dessa forma, se uma mae RhD negativa esta gravida de um feto RhD
positivo ABO compativel, seu risco de imunizacdo € 16%. Se houver
incompatibilidade ABO entre mée e feto, o que ocorre em 20% dos casos, o risco de
imunizacao é de apenas 2%. Portanto, o risco geral de imunizagdo € de 13,2%
(BOWMAN, 2006).
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A DHPN caracteriza-se pela diminuicdo da meia-vida das hemacias fetais
iniciada ainda na vida intra-Utero e esta relacionada a acdo de anticorpos anti-
eritrocitarios maternos transplacentarios. Nas formas mais leves, a DHPN é
detectavel apenas a partir de testes laboratoriais, enquanto as formas mais graves
estdo associadas com deficiéncia fisica ou retardo mental, chegando a morte intra-
Utero ou apds o nascimento (URBANIAK, 2000; JONES, 2004, NICE, 2008). Essa
variacdo de gravidade esta relacionada com a imunogenicidade do antigeno
envolvido, ou seja, seu potencial para provocar a formacdao de um anticorpo
correspondente e com a capacidade desse anticorpo em atravessar a barreira

placentaria e desencadear a hemélise (ARAUJO, 2003).

A principal manifestacao clinica é a hemolise extravascular que pode
originar anemia, hiperbilirrubinemia, hepatoesplenomegalia (por aumento da
eritropoese extramedular e congestdo vascular) com hipoalbuminemia e ascite. A
hidropsia fetal €& o estddio final da insuficiéncia cardiaca hipervolémica
desencadeada pela anemia e associada a hipoalbuminemia (VICENTE, 2003). A
destruicao dos eritrocitos fetais comeca na vida intra-Utero e pode levar a anemia
grave, hidropsia fetal e morte intra-uterina. Em nascidos vivos, a hemodlise é mais
severa ao nascimento, mas a anemia e ictericia se agravam nos primeiros dias.
Quando nao tratada, a hiperbilirrubinemia grave pode causar impregnacao dos
ganglios da base levando ao kernicterus, uma sindrome caracterizada por letargia,
espasticidade, opistétono e que evolui para morte ou dano cerebral irreversivel em
70% e 30% dos casos respectivamente (CONTRERAS, 1998). A ictericia neonatal
deve ser tratada com fototerapia ou exsanguineotransfusdo para evitar danos

cerebrais irreversiveis (NICE, 2008).

A ocorréncia da DHPN esta associada a formagéao de anticorpos contra
antigenos de varios sistemas de grupos sanguineos (REID, 1997). Entre os 308
antigenos eritrocitarios, distribuidos em 30 sistemas de grupos sanguineos
reconhecidos pela International Society of Blood Transfusion — ISBT, alguns
apresentam importancia clinica por sua capacidade em atravessar a barreira
placentaria e por desencadear quadros graves de hemdlise (DANIELS, 2004;
DANIELS, 2008). Em humanos, a unica imunoglobulina capaz de se transferir da
mae para o feto é a imunoglobulina G (IgG), a partir da ligacdo com receptores Fc na

membrana da placenta. Os antigenos eritrocitarios associados a formacao desses
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anticorpos estdo relacionados ao desencadeamento de DHPN (ARAUJO, 2003).
Portanto, nem sempre a aloimunizagao resulta em destruicdo de hemacias no feto
ou no RN e a identificagdo do anticorpo envolvido, quando presente, € fundamental
para direcionar os cuidados pré e perinatais na gestante aloimunizada (ROSSEF,
2006).

Na literatura médica ha relatos de casos de DHPN associados
principalmente a antigenos dos sistemas ABO, Rh, Kell, Duffy e MNSs, além de
antigenos menos comuns, como Ge, Vel, e U (ROSSEF, 2006; VUCINOVIC, 2004;
TO, 2003; NOVARETTI, 2003). A incompatibilidade feto-materna para o sistema
ABO é a mais frequente, no entanto, ndo representa papel relevante na DHPN, por
estar associada a quadros leves e sem maior importancia para o RN (COZAC,
2007). O sistema Rh, por outro lado, € o mais comumente envolvido na fisiopatologia
da DHPN entre aqueles ndo relacionados a anticorpos de ocorréncia natural, como o
ABO, sendo os antigenos D, e, E, ¢, C, C", e RH29 os que podem ser associados a
sua ocorréncia (MOLLISON, 1997). O antigeno D é o mais imunogénico e
clinicamente significante antigeno eritrocitario humano depois dos antigenos do
Sistema ABO (DANIELS, 1995; PASHA, 2008), sendo o mais frequentemente
envolvido na DHPN. Esta associado a 98% dos casos de aloimunizacdo materna,
enquanto a sensibilizacdo pelos demais antigenos de grupos sanguineos ocorre em
cerca de 2% dos casos (BRASIL, 2000).

O sistema Rh é o segundo em importancia na pratica transfusional e
conhecido como o maior e mais complexo sistema de grupos sanguineos humano
com 57 antigenos definidos por anticorpos especificos (DANIELS, 2004, DANIELS,
2008). Estudos funcionais evidenciaram que as proteinas do sistema Rh sé&o
membros ancestrais de uma familia de proteinas envolvidas no transporte de aménia
e proteinas Rh n&o eritréides foram encontradas em rins, figado, cérebro e pele, ou
seja, tecidos associados a producao e eliminacdo de aménia (WESTHOFF, 2006).
Achados recentes indicam que os antigenos Rh sdo mediadores da interagéao
proteina 4.2 e anquirina no citoesqueleto das hemacias, conferindo estabilidade a
membrana eritrocitaria (WESTHOFF, 2007). Sua alta imunogenicidade, em
pequenas doses, faz de seus anticorpos as especificidades mais comumente
estimuladas por transfuséao e gravidez (CARMA, 1996). Além disso, esses antigenos

estdo completamente formados por volta de 6 semanas de vida intra-Utero, o que
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aumenta o risco de aloimunizagdo materna durante o periodo gestacional
(URBANIAK, 1998; VICENTE, 2003).

Os antigenos do sistema Rh, de forma geral, estdo associados a
formacao de anticorpos da classe IgG, capazes de atravessar a barreira placentaria,
e sdo expressos nas hemacias fetais a partir de seis semanas de vida intra-uterina
(REID, 1997). Sabe-se que a passagem de hemacias do feto para a mae através da
barreira placentaria é capaz de estimular a formacdo de anticorpos eritrocitarios
nessa idade gestacional, a partir de volumes tao pequenos de hemacias quanto
0,iml (HARTWELL, 1998; VICENTE, 2003). Além de mais frequente, a
aloimunizagédo RhD esté associada a estados de maior gravidade clinica para o feto
e RN, levando, em alguns casos, a hidropisia e ao 6bito e permanece como causa
de elevada morbi-mortalidade perinatal (CABRAL, 2001; CASTILHO, 2008). Por
isso, exige acdes eficazes que possam rastrear pacientes de risco e estabelecer
condutas adequadas a sua prevengao.

A Hemorragia Fetomaterna (HFM), definida como a transferéncia de
sangue fetal para o compartimento intravascular materno, devido a ruptura na
membrana vasculo-sincicial da placenta, € um fendmeno universal e constitui a base
da etiopatogenia da DHPN, entre outras afeccées como a Trombocitopenia Neonatal
Aloimune, a Neutropenia Tardia no RN e a transmissdo vertical de virus
(MEDEARIS, 1984; OHTO, 2004; ZUPPA, 2008; DE VRIES, 2008). Apesar de
relativamente freqlente, segundo Sebring e Polesky, em 90% dos casos o volume
envolvido no sangramento durante a gestagcdo € menor que 0,1 ml. No parto, os
mesmos autores descreveram sangramentos menores que 0,05 ml em 74% dos
casos, menos de 1 ml em 96%, menos de 6 ml em 99,0% e menos de 30 ml em
99,6% dos casos (SEBRING, 1990).

De acordo com a literatura, sangramentos acima de 30 ml podem ser
encontrados em 0,2 a 3,0% dos casos (BAIOCHI, 2005). Hemorragias macicas sao
raras, ndo obstante casos de sangramentos maiores que 100 ml tenham sido
descritos na literatura (ISHIHARA, 1990; BOUDIER, 1999; FONG, 2000). Estudo
realizado no Canada, na provincia de Manitoba, analisou 30.944 puérperas Rh
negativas pelo método de Kleihauer, no periodo de outubro de 1970 a dezembro de

1992. Os autores encontraram 27 pacientes com HFM maior que 80 ml de hemacias
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fetais (1 em cada 1.146 gestacdes) sendo que em 11 delas (1 em cada 2.813

gestacdes) o volume de hemorragia foi de 150 ml ou mais (DE ALMEIDA, 1994).

As manifestacbes clinicas e prognostico de HFM sado variaveis e
dependem do volume perdido pelo feto e da velocidade com que o sangramento
ocorre, podendo estar associadas a quadros leves de palidez ap6s o nascimento
com elevacao do numero de eritroblastos e reticulécitos no sangue periférico, hipdxia
perinatal e morte intra-uterina ou anemia severa e hipoxemia ao nascimento
(MARIONS, 1991; BOUDIER, 1999; BALDERSTON, 2003; THOMAS, 2003; ZUPPA,
2008).

A formagéo de anti-D em individuos RhD negativos expostos ao antigeno
D por via transfusional ocorre em cerca de 80% dos casos (SCHIMIDT, 1988,
DANIELS, 1995). No entanto, exposicdo a pequenos volumes também € capaz de
desencadear a formacado de anticorpos em individuos com boa resposta imune,
havendo uma correlagéo direta entre 0 tamanho da exposicao e a possibilidade de
formacdo de anticorpo (NOVARETTI, 2007). Além do volume envolvido na
exposigao, outros fatores como o numero de sitios antigénicos presentes nas células
incompativeis e a capacidade de resposta imune da paciente, podem interferir
(LEFRERE, 20086).

Alguns eventos podem estar associados a maior risco de grandes
hemorragias. Por isso, é recomendado estabelecer o volume de HFM apds trauma
abdominal fechado, descolamento de placenta, cordocentese e placenta prévia com
sangramento (FUNG, 2003). A ocorréncia de hidropsia fetal inexplicada, gestacéo
multipla, morte intra-uterina, parto cesareano ou com auxilio de instrumentos e
remocga&o manual da placenta também sao considerados critérios para realizagao da
quantificacdo da HFM (DORNAN, 2000). O sangramento do terceiro trimestre nao
esta associado a um maior risco de HFM e, nesses casos, a profilaxia da
aloimunizacdo deve ser correlacionada ao volume do sangramento (BALDERSTON,
2003). No entanto, a importdncia da hemorragia, resultando em maior ou menor
exposicao materna, € um fenémeno imprevisivel e sangramentos de volumes acima
de 30 ml podem ocorrer mesmo na auséncia dos fatores de risco relacionados
(BAIOCHI, 2005).
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As diferentes manifestacdes clinicas evidenciadas pelo neonato em
decorréncia de grandes volumes de HFM se devem, provavelmente, a forma como o
sangramento ocorreu e a gravidade da anemia resultante no feto (BOURDIER,
1999). Hemorragias agudas, com rapida perda de sangue, estdo associadas com
hipdxia perinatal e morte intra-uterina ou anemia severa e hipoxemia ao nascimento
(THOMAS, 2003). Por outro lado, quando a hemorragia ocorre cronicamente ou de
forma repetida durante a gestacdo, a anemia se instala lentamente dando ao feto
condigbes de reagir utilizando mecanismos compensatorios com aumento acentuado
da eritropoese evidenciado por elevacdo do numero de eritroblastos e reticulécitos
no sangue periférico e apenas palidez apds o nascimento (ZUPPA, 2008). Em todas
as formas, é fundamental o diagnostico precoce da HFM excessiva que permite o
tratamento adequado ainda na vida intra-utero, quando necessario (ISHIHARA,
1990).

De acordo com recomendagdes estabelecidas em protocolos clinicos
internacionais, a quantificagdo da HFM deve ser realizada em todas as gestantes
RhD negativas que deram a luz RN RhD positivos, ou em situacdes em que nao é
possivel determinar a classificagdo sanguinea das heméacias fetais ou do RN. Além
disso, apds a vigésima semana eventos potencialmente sensibilizantes devem ser
seguidos de avaliacdo da HFM, em mulheres RhD negativas. Consideram-se
eventos sensibilizantes a interrupcdo terapéutica da gestacdo, abortamento
espontaneo completo ou incompleto, amniocentese, coleta de amostra coriénica e
de sangue fetal, colocacao de shunts, redugcdo embriondria, hemorragia anteparto,
versdo cefalica externa, trauma abdominal fechado, gravidez ectépica e morte
intrauterina. Mulheres RhD negativas que ja formaram anti-D n&o estdo incluidas
nessas recomendacdes (CHAPMAN, 2001).

A HFM pode ser medida por varias técnicas a partir da marcagao da
Hemoglobina F, presente nas hemacias fetais ou o antigeno D, quando hé
incompatibilidade RhD entre mae e feto. As técnicas disponiveis incluem o teste de
Eluicdo Acida (EA) ou técnica de Kleihauer-Betke (KBT), a Citometria de Fluxo, a
técnica de Roseta e outras menos utilizadas como imunofluorescéncia de fase
sOlida, tecnologia de gel centrifugagéo e uso de fluorocromo conjugado com anti-D
em contadores hematoldgicos (DAVID, 1999; CONTRERAS, 1998; GOMES-
ARBONEZ, 2002; LITTLE, 2005; AUSTIN, 2008).
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A aplicacdo do método de Citometria de Fluxo (CFM) para analise e
quantificacdo de populagdes celulares mistas como ocorre na HFM durante a
gravidez e ap6s o parto, esta bem estabelecida (LLOYD-EVANS, 1999; NELSON,
1999). Sua principal vantagem esta relacionada a precisao e objetividade do método
que pode substituir a EA com seguranga (KUMPEL, 2000; CHEN, 2002; LITTLE,
2005). No entanto, a CFM nao esta disponivel em todos o0s servicos e 0 maior custo
por teste, quando comparado ao da EA, ndo parece justificar a adocao dessa técnica
como padrao universal de triagem (LITTLE, 2005). As hemacias fetais podem ser
identificadas a partir da marcagao por anticorpos contra o antigeno RhD ou HbF que
permitem a identificacdo de hemacias fetais na presenga ou nao de
incompatibilidade RhD entre mae e feto (LLOYD-EVANS, 1999; KUMPEL, 2001;
DAVIS, 1998; DZIEGEL, 2006).

A padronizacdo e validacdo das técnicas sao fundamentais para que
resultados fidedignos sejam obtidos e a administragcdo de subdoses de IgRh a
pacientes ndo sensibilizadas seja evitada (LAND, 2009) e os resultados devem ser
disponibilizados em um tempo suficiente para garantir que uma dose suplementar de
IgRh seja prescrita, se for o caso (AUSTIN, 2008). e representa desperdicio de
utilizacdo de um recurso terapéutico limitado e recursos financeiros que poderiam
reverter em prol da otimizacdo do uso da IgRh (BAIOCHI, 2004). A utilizacao de
programas de controle de qualidade externos e interlaboratoriais foi estabelecida em
alguns paises com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade e seguranca da técnica
de EA em prever a necessidade de doses diferenciadas de IgRh (RAAFAT, 1997;
RAMSEY, 2009).

A partir do conceito de que a imunizagao ativa a um antigeno pode ser
prevenida na presengca de anticorpos passivos para esse mesmo antigeno
desenvolvido por volta de 1900 em experimento realizado pelo autor europeu Von
Dungern, alguns centros em New York e Liverpool passaram a estudar a
possibilidade de prevenir a aloimunizagdo anti-D materna com uso de IgG anti-D
passiva, na década de sessenta e, em 1968, a IgRh foi finalmente liberada para uso
na Europa e EUA (BAIOCHI, 2005; BOWMAN, 2006). A partir de entdo, tornou-se
possivel prevenir a sensibilizagdo ao antigeno D através da utilizagdo de
Imunoglobulina Rh (IgRh) em gestantes RhD negativas ndo sensibilizadas, apos
gestacdes de fetos RhD positivos (MOLLISON, 1997, VENGERLEN-TYLER, 1999,
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ROSSEF, 2006). O mecanismo de acao da IgRh nao esta claro até o momento e
envolve a remocado do antigeno, supressao de células B antigeno-especificas e
alteragOes na resposta inflamatéria (KUMPEL, 2002; KUMPEL, 2006; BRINC, 2008;
BRINC, 2007; PASHA, 2008).

O estabelecimento da imunoprofilaxia como rotina nos servicos de
atendimento a gestante diminuiu significativamente a ocorréncia de DHPN em todo o
mundo (ROBERTS, 2008). No Reino Unido, segundo Urbaniak, houve uma reducao
de cerca de 1.000 vezes no numero de mortes neonatais relacionadas a
aloimunizacgédo anti-D desde a introdugdo da profilaxia, em 1969 (URBANIAK, 1997).
No entanto, o fenémeno permanece um problema clinico, em nossos dias, devido a
participagdo de anticorpos contra outros antigenos do sistema Rh ou de outros
sistemas de grupos sanguineos, para os quais ndo ha possibilidade de profilaxia. Da
mesma forma, a auséncia de imunizagcdo ou falha relacionada a doses de
imunoglobulina inadequadas para o volume de HFM ocorrida, permitem a exposi¢cao

materna ao antigeno D presente nas hemacias fetais (SAADE, 2000).

Nao obstante a sensibilizacdo ao antigeno RhD em puérperas Rh
negativas ter diminuido desde a introducao da profilaxia com o anti-D, a ocorréncia
de novos casos ainda persiste (MIQUEL, 2005). Mollison relata que a incidéncia de
aloimunizacdo materna para o antigeno D, nos EUA e Inglaterra, caiu de um em
cada 170 gestantes antes do inicio da imunoprofilaxia para um em 963 em uma
regiao americana e um em 497 gestantes na Inglaterra, vinte anos depois
(MOLLISON, 1997). De fato, de acordo com dados norte-americanos, a prevaléncia
atual da DHPN é de apenas seis casos para cada 1.000 nascidos vivos (MOISE,
2002). Estudo recente realizado na Croacia evidenciou uma incidéncia de
aloimunizacdo de 0,138% associada, principalmente a prevencdo inadequada
(MATIJEVIC, 2005).

Estudo retrospectivo realizado em S&o Paulo com mais de 17.000
gestantes encontrou uma incidéncia de aloanticorpos de 0,24% e demonstrou que o
antigeno RhD é o mais frequente entre as mulheres aloimunizadas, representando
64,61% dos casos (NOVARETTI, 2007). No Ceara, em 1.665 mulheres atendidas
em Servico de Urgéncia e Emergéncia, foi encontrada uma taxa de aloimunizacéo

de 3,6%, enquanto a taxa encontrada em homens foi de 1,4%, com o anticorpo anti-
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D detectado em 16,9% dos pacientes (SANTOS, 2007). No ano de 2006, um estudo
prospectivo para identificacdo de anticorpos irregulares em gestantes atendidas em
um Servico Publico de referéncia estadual, envolvendo 270 gestantes RhD
negativas, mostrou uma prevaléncia de 5,5% de sensibilizacdo para antigenos
eritrocitarios, sendo a presenca do anti-D observada em 93% dos casos (NEVES,
2006). Em outro estudo realizado no estado, avaliando 431 gestantes RhD
negativas, encontrou-se uma prevaléncia de 3,9% de aloimunizacdo com

envolvimento do anti-D em 82% dos casos (LIMA, 1995).

Os fatores relacionados a falha em prevenir a aloimunizagdo estao
associados ao n&o reconhecimento dos eventos sensibilizantes, auséncia de
administracéo da imunoglobulina ou sensibilizagao por episddios de HFM silenciosos
ao longo da gestacdo (URBANIAK, 1997; VICENTE, 2003). A experiéncia
internacional tem mostrado que entre 0s motivos mais frequentes para a
sensibilizacdo materna estd a falta de aplicagdo da imunoglobulina nas gestacées
prévias ou 0 ndo cumprimento dos protocolos e guias propostos (JONES, 2004). Por
outro lado, sdo menos frequentes as razdes socioeconbmicas, a baixa
disponibilidade da imunoglobulina e as condigcdes bioldégicas das pacientes
(GONZALES, 2004).

A dose de 10 ug para cada ml de sangue RhD positivo é considerada
eficaz na prevengcdo da sensibilizagdo, por diminuicdo da exposicdo materna as
hemacias fetais incompativeis (VICENTE, 2003). Portanto, a definigdo da dose a ser
utilizada, em uma gestante em particular, deve estar correlacionada ao volume de
células fetais a que ela foi exposta. Em mulheres RhD negativas é, pois, importante
quantificar a magnitude da HFM para que uma dose suficiente de IgRh seja utilizada
logo apds o parto (GOLDMAN, 1991).

A IgRh foi produzida inicialmente a partir do fracionamento de plasma com
controle sorolégico rigoroso dos doadores de hemacias e plasma para HIV, hepatite
B e C e adocdo de métodos que diminuam o risco de contaminagao para agentes
transmissiveis pelo sangue conhecidos e aqueles ainda n&o identificados
(BOWMAN, 2006; MOISE, 2002). Estudos recentes identificaram linhagens celulares
capazes de produzir anticorpos eficazes para remocao das células RhD positivas in

vitro e apresentagbes de IgRh monoclonal e recombinante estdo em
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desenvolvimento, na tentativa de eliminar a necessidade de producao da IgRh a
partir de plasma humano, (HADLEY, 1993; KUMPEL, 2002; CHAPMAN, 2007).

Em revisdo sistematica da literatura, abrangendo o periodo de 1968 a
2001, Fung et al. identificaram recomendagdes para administracdo de 300 pg de
IgRh por via intramuscular ou endovenosa até 72 horas apds o parto, em gestantes
RhD negativas. Para HFM maior que 15 ml, uma dose suplementar é recomendada,
respeitando a propor¢cdo de 10 pg para cada 0,5 ml de HFM (FUNG, 2003).
Alternativamente a essa conduta, autores europeus recomendam a administracdo de
duas doses de 100 -120 ug na 282 e 342 semanas de gestagédo, com realizagdo de
quantificacdo da HFM apds eventos reconhecidamente associados a maior risco de
sangramento, como o trauma abdominal fechado (NICE, 2008, DORNAN, 2000,
JONES, 2004).

No Brasil, embora o Ministério da Saude recomende a imunoprofilaxia
sistematica em mulheres RhD negativas, ndo ha conduta padronizada no que se
refere a dose de imunoglobulina a ser usada ou recomendacdes para quantificacao
da HFM em qualquer situacdo (BRASIL, 2000). A conduta mais frequente no pais, é
a administracdo de 300 pg de IgRh em mulheres RhD negativas nao sensibilizadas
até 72h apo6s o parto, abortamentos ou procedimentos invasivos. Alguns servigcos
optaram por adotar a conduta europeia e utilizam duas doses da imunoglobulina, na
28?2 semana da gestacao e apds o parto. Nao existe, entretanto, rotina estabelecida
para avaliacdo da HFM em qualquer situagao. A utilizacdo de doses padronizadas,
sem avaliacdo da HFM pode significar uma prevencéo ineficaz em mulheres que
apresentem HFM excessiva, com volume superior a 30 ml. Por outro lado, pode
resultar em uma dose excessiva em situagées de hemorragias muito pequenas,
acarretando desperdicio de recursos financeiros e técnicos.

Em 2000, o numero de nativivos no pais foi superior a 3,2 milhdes
(DATASUS, 2008). Considerando a incidéncia de HFM maior que 30 ml de 0,58%
encontrada em seu estudo, Baiochi et al. estimaram que, a cada ano, cerca de 1.195
pacientes entre as puérperas de nativivos sejam inadequadamente protegidas com
subdoses de anti-D. Considerando que a formacao de anti-D ocorre em 25% dos
casos de HFM maior que 30 ml, foi estimado o risco de aproximadamente 300

mulheres serem aloimunizadas por doses insuficientes de anti-D anualmente em
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todo o territorio nacional (BAIOCHI, 2005). Em estudo anterior, os mesmos autores
questionam a utilizacdo de doses superdimensionadas de IgRh em eventos que
apresentam um volume de HFM muito inferior a 30 ml, como o abortamento,
situacao que se beneficiaria com a utilizacdo de menos de 20% da dose praticada
atualmente no pais (BAIOCHI, 2004).

Sabe-se que a quantificacao sistematica do volume de HFM, apdés o parto,
e adequacdo da dose de IgRh é uma conduta necessaria a prevengao da
imunizagdo materna e, consequentemente, de DHPN. Sem que seja feita a
quantificacdo da HFM nao é possivel indicar a necessidade de doses diferenciadas
de IgRh na profilaxia. A utilizag&o da dose padronizada de 300 pg pode significar um
desperdicio de recursos por ultrapassar a necessidade relacionada ao sangramento
feto-materno em mais de 90% dos casos. Dai a importancia de estabelecer condutas
para realizar a avaliacdo da HFM nas pacientes RhD negativas com risco de
sensibilizagéo para, dessa forma, utilizar uma dose realmente eficaz a prevencéo da
formacdo do anti-D (BAIOCHI, 2005). Atualmente, ndo ha rotina estabelecida no
estado do Ceard para a realizacdo desse procedimento, o que pode estar

relacionado a continuidade de sensibilizacao das gestantes cearenses.

Para definir a necessidade de implantacdo dessa conduta, foi realizado
estudo transversal prospectivo para quantificar a HFM em mulheres gestantes
atendidas em duas maternidades do estado do Ceara no periodo de dezembro de
2008 a fevereiro de 2009.



OBJETIVOS




uantificacio da heniorragia fetomaterna e prevencio da doenca b itica perinatal em gestantes atendidas em maternidades piblicas do Ceara
& 4 : & K

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

= Determinar o volume de HFM em gestantes admitidas para atendimento
obstétrico em dois servigos de referéncia em obstetricia no estado do Ceara.

2.2 Especificos

= |dentificar o volume de HFM nas gestantes envolvidas no estudo.

= Comparar métodos laboratoriais quantitativos disponiveis para a quantificacao

da HFM no que concerne a especificidade, sensibilidade e custo.

= |dentificar a necessidade de adocao de medidas sistematicas de quantificacao
de HFM para melhorar a eficacia das agdes de prevengao da DHPN adotadas

atualmente em nosso pais.



METODOLOGIA
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3 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo exploratério descritivo para quantificagdo da HFM
em puérperas atendidas em duas maternidades publicas de referéncia para o estado
do Ceara (Maternidade Escola Assis Chateaubriand e Hospital Geral César Cals de
Oliveira), em Fortaleza, no periodo de dezembro de 2008 a margo de 2009.

3.1 Cenario do estudo

As maternidades escolhidas para realizagdao do estudo s&do unidades
hospitalares publicas ligadas ao SUS de referéncia para atendimento a gestagédo de

risco.

Integrante da rede de hospitais pertencentes ao Governo do Estado do
Ceara, o Hospital Geral César Cals de Oliveira (HGCC) possui um corpo de 1.431
profissionais, dos quais 381 médicos de diversas especialidades, 670 profissionais
das demais areas da saude (fisioterapeutas, nutricionistas, assistentes sociais,
psicélogos, enfermeiros, terapéutas ocupacionais, farmacéuticos, bioquimicos e
funcionarios de nivel médio), 314 profissionais da area administrativa de nivel médio e
superior. A capacidade fisica instalada é de 276 leitos distribuidos nas diversas
clinicas, dos quais 70 sao destinados a Obstetricia, perfazendo uma taxa de 5,1
funcionario/leito. Possui duas salas de parto e uma unidade de atencdo a mulher com
servicos de Neonatologia, Casa da Gestante, Projeto Canguru e Banco de Leite
Humano e recebeu o titulo da UNICEF de Hospital Amigo da Crianga. De referéncia
estadual para atendimento em Ginecologia e Obstetricia, tem um numero médio

mensal de 600 partos.

Desde 1952 a Instituicdo vem mantendo estagio tedrico-pratico para o
Internato da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, e em 1967 foi
criada oficialmente a Residéncia Médica, reconhecida pelo MEC, nas areas de Medicina
Interna, Cirurgia Geral e Obstetricia-Ginecologia (HGCC, 2008).
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A Maternidade Escola Assis Chateaubriand — MEAC, instituicdo publica
ligada a Universidade Federal do Ceara — UFC é uma unidade de referéncia na
assisténcia terciaria em Ginecologia e Obstetricia, responsavel por acdes de média
e alta complexidade. Consolidada como hospital de referéncia no estado, vem
cumprindo sua missao institucional de promover a formacéo de recursos humanos
em acbes de aprendizado, ensino, pesquisa e extensao. A partir da busca pela
exceléncia no atendimento humanizado a saude da mulher e do RN, tornou-se
hospital dedicado a formacdo de profissionais da area da saude nos niveis de

graduagéao e pos-graduagao.

Sua estrutura fisica de 10.842 m? de area construida abriga seis salas
cirdrgicas, um centro de parto natural e 38 ambulatorios. Conta com 124 leitos para
pacientes obstétricas e 52 leitos para atendimento neonatal de alto e médio risco.
Em 2006, realizou 77.374 atendimentos ambulatoriais e 5.024 partos (UFC, 2008).

3.2 Critérios de inclusao

Gestantes admitidas nas salas de parto dos hospitais participantes do
estudo, para atendimento obstétrico relacionado a partos a termo ou prematuros e

abortamentos.

Consentimento na participagéo no estudo, através da assinatura do termo
de Consentimento Livre e Esclarecido proposto (APENDICE A).

3.3 Critérios de exclusao

Gestantes admitidas nas salas de parto dos hospitais participantes do

estudo para atendimento obstétrico ndo relacionado a partos e abortamentos.

Gestantes que se recusarem a participar do estudo.
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3.4 Método

Todas as pacientes que preencheram os critérios de inclusdao foram
abordadas em um prazo maximo de 48h apds o procedimento obstétrico realizado
para aplicacdo de um questionario (APENDICE B) a fim de obter levantamento de
dados demograficos e histoéria clinica obstétrica. O questionario foi validado em um
grupo de 20 gestantes antes do inicio da aplicacdo na pesquisa, com adog¢ao das

mudangas que se fizeram necessarias.

Ap6s o preenchimento dos dados, procedeu-se a coleta de amostra de
cinco ml de sangue venoso em tubo a vacuo contendo 0,1ml de EDTA utilizando
técnica asséptica. As amostras foram identificadas com nome completo da paciente,
registro hospitalar, servico de atendimento, data da coleta e técnico responsavel. As
coletas ocorreram sempre entre 11 e 14 horas e as amostras foram encaminhadas
ao Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — HEMOCE, Hemocentro
Coordenador de Fortaleza, para realizacao de testes para quantificagdo da HFM. Os
testes realizados no estudo foram o método de Eluicdo Acida (EA) ou Kleihauer-
Betke (KBT), segundo descricdo do Bristish Committee for Standards in
Haematology — BCSH (AUSTIN, 2008) e avaliacdo da HFM pela técnica de

Citometria de Fluxo, através da marcacao da HbF.

Apoés a chegada do material o teste de EA foi realizado em até duas horas
e as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Citometria de Fluxo do

Hemocentro para quantificacdo da HFM por CFM.

3.4.1 Técnica da eluicdo acida

Antes do inicio da realizagdo dos testes foi realizado um piloto com doze
pacientes para validar o processo de coloracado, observando-se que a estabilidade
das solucbes A e B era de aproximadamente um més quando estocadas a
temperatura ambiente. Por isso, foram preparadas sempre em um volume maximo
de 250 ml e desprezadas a cada trés semanas se atingissem esse intervalo de

tempo. A solucao eluente mostrou-se instavel quando armazenada e foi preparada a
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cada nova bateria de coloracoes, sendo desprezada apés cada coloracado. Seu pH é

determinante e foi monitorado a cada sete dias ou sempre que necessario.

As extensdes foram feitas em um prazo maximo de seis horas apos a
coleta em laminas de vidro com a amostra de sangue materno diluida com salina na
propor¢ao de 1:2 e homogeneizada imediatamente antes da execugéo do esfregaco
que deve ser fino sendo sua espessura determinante para a leitura. Todas as
coloragbes foram acompanhadas de controles positivo e negativo preparados da
mesma forma e cada vez que as amostras em estudo eram coradas. Como controle
negativo foi utilizado sangue fresco colhido com EDTA de individuos adultos do sexo
masculino. Como controle positivo, sangue fresco de corddao umbilical colhido com
EDTA adicionado do sangue usado no controle negativo em diluicdo 1:100. As
amostras do cordao e do paciente adulto eram obrigatoriamente ABO compativeis.

Os esfregacos foram entao fixados em etanol a 80% por cinco minutos e
colocados para secar, apos o que foram completamente imersos completamente em
solucdo eluente com pH de 1,5 e a temperatura ambiente, por 20 segundos. A
solugdo eluente foi preparada sempre antes de iniciar a coloragéo utilizando duas
partes de solucao A (hematoxilina diluida na proporcao de 7,5 g para 1000 ml de
etanol a 100%), uma parte de solucao B (24 g de cloreto férrico, 20 ml acido
cloridrico 2,5 mol/l e agua destilada para 1000 ml) e uma parte de etanol a 80%.
Apés a imersao, foram lavadas abundantemente com agua destilada e colocadas
para secar em pé. Apds secas as laminas foram contra-coradas com eosina a 1%
(eosina amarela 10 g/l em agua destilada) por dois minutos, lavadas com agua
corrente e colocadas para secar em pé, novamente. Todos os reagentes estavam a
temperatura ambiente e, uma vez iniciado, o processo de coloracdo néao foi
interrompido.

Ap6s o término da coloragdo procedeu-se ao exame microscépico das
amostras. Os controles foram analisados inicialmente para verificar se a preparagéao
e coloragao das amostras foram satisfatérias. Com o condensador baixo e a luz com
intensidade maxima, foi selecionada uma érea da lamina em que as células estavam
bem distribuidas, geralmente no terco distal do esfregaco. Um total de 25 campos foi
examinado com a objetiva de 10x. Na objetiva de 40x foram contadas as células

fetais encontradas em 2.000 células maternas (FIGURAS 1 e 2).
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FIGURA 1 — Esfregaco de sangue materno demonstrando a presenca de células
fetais (rosa escuro) em pequeno numero (aumento 10x)

FIGURA 2 — Esfregaco de sangue materno demonstrando a presenca de células
fetais (em rosa escuro) em grande numero (aumento 10x)

O calculo do volume de HFM foi feito de acordo com a American
Association of Blood Banking — AABB (KENNEDY, 2006) que considera o volume

sanguineo materno arbitrariamente em 5000 ml e recomenda a férmula abaixo:

Sangue total fetal (ml) = N2 de hemacias fetais encontradas x 5000

2000 hemacias maternas
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Para um calculo mais apurado, Mollison, propés em 1972, que o volume
eritrocitario materno seja considerado arbitrariamente em 1800 ml e estabeleceu a
necessidade de corregdo de 22% correspondente ao maior volume celular fetal e de
92%, relativo a eficiéncia de coloragédo da técnica (MOLLISON, 1972), resultando na

seguinte férmula:

Hemacias fetais em ml = N2 de hemacias fetais encontradas x 1800ml x 1,22 x 1,09

N2 de hemacias maternas

3.4.2 Citometria de fluxo

Os testes foram realizados no Citébmetro da marca Beckman Coulter,
modelo Epics XL-MCL. O Kit utilizado foi o Fetal Count Cell ® (IQProducts)
comercializado por DPM Diagnéstica e que utiliza a combinagéo de dois anticorpos
para identificagdo das células fetais em circulagdo materna. Um anticorpo é
direcionado para a HbF e outro contra a enzima Anidrase Carbénica (CA), presente
apenas em hemacias adultas. Tal combinagao de anticorpos permite a diferenciagéo
rapida e precisa das hemacias fetais e maternas com HbF. As amostras maternas
foram as mesmas utilizadas para os testes de EA, sendo examinadas em no maximo

72 h apds a coleta. O processamento foi feito em trés etapas.

Etapa 1 - Fixacao e permeabilizacao

Em tubo de hemdlise comum foram colocados 100 pl do reagente A e
adicionados 10 ul de sangue total colhido com EDTA, submetendo-se a mistura a
agitacdao no Vortex e adicionando-se 100 ul do reagente B com nova agitagdo. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos com agitacbées manuais
leves a cada 10 minutos e adigao posterior de dois ml do reagente D, misturado por
inversdo. Apods esse procedimento, a amostra foi centrifugada por trés minutos a
300g e o sobrenadante foi descartado por inversdo, adicionando-se 100 pl do
reagente D com suspensao do pellet e agitacao leve no Vortex. Apds adicdo de 100
ul do reagente C, a amostra foi ressuspensa no Vortex e as células foram incubadas

por quatro minutos. O reagente D foi adicionado novamente (dois ml) com mistura
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por inversdo, nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante por inversdo. Esse
procedimento foi realizado duas vezes. O pellet foi ressuspenso em um ml de

reagente D e a amostra agitada gentilmente no Vortex.

Etapa 2 — Marcagéao

Em tubo préprio para analise no Citémetro de Fluxo, foram adicionados
50 ul do reagente E (anti-human CA-FITC), 50 ul do reagente F (anti-human HbF-R-
PE) e 50 ul da suspensao de eritrécitos obtida na etapa anterior. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 15 minutos protegida da luz. Apos a adicao de
dois ml de reagente D a amostra foi centrifugada a 300g por trés minutos e o
sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet foi entdo ressuspenso em 500 pl

de reagente D e o teste foi realizado em 30 minutos no maximo.

Etapa 3 — Aquisicao dos dados

As amostras foram analisadas no Citdmetro de Fluxo com aquisicdo de
100.000 eventos e adquiridas juntamente com os controles em um protocolo com o
Forward light scatter (FSC), slide scatter (SSC) e anticorpos monoclonais
conjugados aos fluorocromos na escala logaritimica (log). O gate foi definido ao
redor dos eritrocitos, confirmado com o uso do anticorpo monoclonal Glicoforina A,
no histograma FSC/SSC na escala logaritimica. O controle usado foi sangue de
cordao umbilical e, para excluir autofluorescéncia, foi usado um tubo sem anticorpos

monoclonais (ndo marcado).

O posicionamento dos gates é fundamental para definicao dos resultados,
principalmente o das células CA FITC considerando que as células fetais s&o positivas
para HbF e ndo para a CA. As células maternas ndao apresentam nenhum sinal para
HbF combinada com alta expressdo da CA. Algumas células maternas apresentam
baixo sinal para HbF e alta expressdo para a CA. Os resultados da analise sédo
liberados através de histogramas com analise quantitativa (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Histograma do teste de EA demonstrando a presenca de células fetais
em pequeno volume (quadrante superior esquerdo)
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FIGURA 4 - Histograma do teste de EA demonstrando a presenca de células fetais
em grande volume (quadrante superior esquerdo)

O célculo do volume de HFM utilizou férmula semelhante ao proposto
pela AABB para a EA, considerando o volume sanguineo materno arbitrariamente
em 5000, de acordo com recomendacdes do fabricante do teste, que recomendou o
calculo abaixo:
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Sangue total fetal (ml) = N2 de hemdcias fetais encontradas x 5000

N? de hemacias maternas

O caélculo do volume de hemacias fetais foi feito de acordo com o Bristish
Committee for Standards in Haematology — BCSH (AUSTIN, 2008) que considera o
volume de hemacias materno arbitrariamente em 1800 ml e utiliza a correcao de
22% correspondente ao maior volume celular fetal proposta por Mollison
(MOLLISON, 1972), resultando na seguinte formula:

Hemacias fetais em ml = N2 de hemécias fetais encontradas x 1800ml x 1,22

N? de hemacias maternas

Em ambos os calculos, as variacdes individuais relativas a peso e volume

de hemacias maternas nao sio consideradas.

3.5 Analise dos dados

Ao final da coleta, os dados foram consolidados e analisados utilizando o
programa estatistico Epi-info, versao 3.5.1. Foi definido como significante valor de p
< 0,05.

3.6 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Geral César Cals de Oliveira e Maternidade Escola Assis Chateaubriand, de acordo
com a Resolugéo 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Foram estudadas 110 mulheres que preencheram os critérios de inclusao
no periodo do estudo, sendo 39 delas provenientes do HGCC e 71 da MEAC. De
acordo com os dados coletados, 81 (73,6%) pacientes declararam cor parda, que foi
predominante na amostra, seguida da cor branca em 18,2% (n=20) e negra em 8,2%
(n=9) (TABELA 1, GRAFICO 1).

TABELA 1 — Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo por raca

RACA FREQUENCIA % % ACUMULADO
| Parda 81 73,6 73,6
Negra 9 8,2 81,8
Branca 20 18,2 100,0
Total 110 100,0 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

A média da idade das maes foi de 24,16 £ 6,29 anos (intervalo 14 - 38
anos) (GRAFICO 1), com 42,7% delas com idade inferior a 21 anos. Quanto ao
peso, a distribuicdo variou de 46 a 93 Kg, com média de 63,3 Kg.

14

12

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos

GRAFICO 1 - Distribuicdo das mulheres de acordo com a idade
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Com relagédo ao nivel de escolaridade, o ensino médio completo foi o
predominante na amostra, declarado por 37 (33,6%) pacientes, seguido de ensino
fundamental completo em 32 (29,1%), ensino fundamental incompleto em 24 (21,8%)
e ensino médio incompleto em 15 (13,6%). Uma paciente declarou-se analfabeta

(0,9%) e uma informou nivel superior completo (TABELA 2).

TABELA 2 - Distribuicdo da escolaridade das mulheres incluidas no estudo

ESCOLARIDADE FREQUENCIA %

| Analfabeto 1 0,9
Ensino fundamental incompleto 24 21,8
Ensino médio incompleto 15 13,6
Ensino fundamental completo 32 29,1
Ensino médio completo 37 33,6

Nivel superior completo 1 0,9
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

Com relagdo a procedéncia, encontramos 95 (86,4%) pacientes do municipio
de Fortaleza, enquanto 7 (6,4%) foram de municipios da regido metropolitana e 8 (7,3%)
do interior do estado do Ceara (Tabelas 3 e 4). Nao houve pacientes provenientes de
outros estados da federagéo.

TABELA 3 - Distribuicao das mulheres incluidas no estudo por procedéncia

PROCEDENCIA FREQUENCIA %
Fortaleza 95 86,4
Regiao Metropolitana 7 6,4
Interior do estado 8 7,3
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria
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TABELA 4 - Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo por municipio de origem

MUNICIPIO FREQUENCIA %
| Aracati | 1 | 0,9
Baturiteé 1 0,9
Cascavel 1 0,9
Fortaleza 95 86,4
Guailba 1 0,9
Horizonte 1 0,9
ltaitinga 2 1,8
Itapiuna 1 0,9
Jaguaruana 1 0,9
Maracanau 1 0,9
Mucambo 1 0,9
Ocara 1 0,9
Pacajus 1 0,9
Paraipaba 1 0,9
Taua 1 0,9
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

De acordo com a renda familiar mensal, 69,1% (n=76) das mulheres
apresentaram rendimentos entre um e trés salarios minimos, sendo que 28,2%

(n=31) declararam uma renda inferior a um salario minimo (Tabela 5),
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TABELA 5 - Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo quanto a renda familiar

mensal
~ RENDA/ i

SALARIOS MINIMOS FREQUENCIA %
<1 31 28,2
1a3 76 69,1
3a5 3 27
>5 0 0
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

Entre os motivos de internamento 93 (84,5%) pacientes foram admitidas
nos servigos participantes do estudo por parto a termo, com um caso associado a
placenta prévia, 13 (11,8%) pacientes foram internadas por parto prematuro, e duas
por pds-datismo (1,8%). Duas pacientes foram internadas por abortamento (1,8%)
(TABELA 6).

TABELA 6 — Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo por motivo de internamento

MOTIVO DE INTERNAMENTO FREQUENCIA %
Abortamento 2 1,8
Parto a termo 93 84,5
Parto prematuro* 13 11,8
Pdés-datismo 2 1,8
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

*Um caso de parto prematuro foi gemelar, um foi complicado por apresentacao pélvica e dois por
amniorrexe.

Na amostra estudada, o parto vaginal correspondeu a 81 (73,6%) casos,
enquanto que o parto cesareano ocorreu em 28 (25,4%) casos, estabelecendo uma
relagéo de 2,8:1 (TABELA 7).
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TABELA 7 — Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo por tipo de parto

46

TIPO DE PARTO FREQUENCIA %
Cesareano 27 25,6
Vaginal 81 74,3
Total* 108 100,0
Fonte: Pesquisa propria *Dois casos de abortamento

Os dados relativos ao atendimento pré-natal realizado pelas pacientes

evidenciaram que 101 mulheres compareceram a pelo menos uma consulta de pré-

natal, com 47,5% delas tendo comparecido a oito consultas (Tabelas 8 e 9).

TABELA 8 - Distribuicao das mulheres incluidas no estudo quanto a realizagdo de

pré-natal
PRE-NATAL FREQUENCIA %
Nao 9 8,2
Sim 101 91,8
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

A analise do numero de consultas de pré-natal nas pacientes estudadas

evidenciou que 78 mulheres, correspondendo a 63,5%, cumpriram a recomendagao

do Ministério da Saude de comparecimento a pelo menos seis consultas de pré-natal

durante a gestacao, havendo predominado no grupo estudado o comparecimento a

oito consultas em 48 (47,5%) pacientes. Entre as nove (8,1%) pacientes que nao

compareceram ao atendimento pré-natal, sete eram procedentes do municipio de

Fortaleza e duas de municipios do litoral leste do estado (TABELA 10).
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TABELA 9 - Distribuicdo das mulheres que fizeram pré-natal por numero de

consultas
NUMERO DE CONSULTAS FREQUENCIA %
1 2 2,0
3 4 4,0
4 5 5,0
5 12 11,9
6 12 11,9
7 6 5,9
8 48 47,5
9 3 3,0
10 9 8,9
Total 101 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

TABELA 10 - Distribuicdo das mulheres que nao fizeram o pré-natal segundo municipio
de procedéncia

MUNICIPIO FREQUENCIA %
Fortaleza 7 77,8
Cascavel 1 11,1

Aracati 1 11,1
Total 9 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

Com relacao a histéria de gestacbes e abortamentos, 59 (53,6%)
pacientes eram primigestas. Entre as pacientes internadas em segunda ou mais
gestacdes o numero médio de partos foi de 1,94 + 1,45 (intervalo 1-10) (Tabelas 11
e 12). O numero de gestagdes na populagdo estudada foi < 3 em 97 (88,1%)

pacientes com 13 (5,4%) delas apresentando 4 ou mais gestacoes.
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TABELA 11 — Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo segundo a paridade

NUMERO DE GESTACOES FREQUENCIA %
1 59 53,6
2-3 38 34,5

4-10 13 5,4

Total 110 100

Fonte: Pesquisa prépria

TABELA 12 — Distribuicdo das mulheres de acordo com o numero de gestacoes
anteriores e atuais

NUMERO DE GESTACOES FREQUENCIA %
1 59 53,6
2 25 22,7
3 13 11,8
4 7 6,4
5 2 1,8
6 3 2,7
10 1 0,9
Total 110 100,0

Fonte: Pesquisa prépria

No tocante a histéria prévia de abortamentos, a média encontrada na
amostra foi 0,18. Em 15 pacientes o niumero de abortamentos declarado foi um e em
duas pacientes havia histéria de dois abortamentos anteriores a gestagdo que
motivou o internamento durante o estudo (TABELA 13).
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TABELA 13 - Distribuicdo das mulheres de acordo com a historia de abortamentos
14 prévios ao parto em estudo

NUMERO DE ABORTAMENTOS FREQUENCIA %
0 93 84,5%
1 15 13,6%
2 2 1,8%
Total 110 100,0%

Fonte: Pesquisa prépria

As pacientes foram analisadas também de acordo com o grupo sanguineo
ABO e Rh e foi possivel obter essa informacdao em 93 (84,5%) mulheres. Entre as
pacientes sem classificagdo sanguinea estavam aquelas que nao realizaram pré-
natal e que nao portavam esse tipo de documentacdo no momento da abordagem
para entrevista de inclusdao no estudo. De acordo com a classificagdo sanguinea
ABO, 47/93 (42,8%) pacientes foram classificadas como do grupo O, 34/93 do grupo
A (36,5%), 10/93 (10,7%) do grupo B e 2/93 (2,1%) do grupo AB.

Com relacdo a classificagdo para o antigeno D do sistema Rh 11/93 (11,8%)
mulheres foram classificadas como RhD negativas, sendo seis do grupo O negativo,
trés A negativo e dois B negativo (TABELA 14). Esses resultados se sobrepéem aos

resultados encontrados em doadores de sangue.
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TABELA 14 - Distribuicdo das mulheres incluidas no estudo segundo a classificagao

sanguinea
CLASSIFICACAO ABO CLASSIFICACAO Rh(D) FREQUENCIA %
POSITIVO 31 333
A
NEGATIVO 3 3,2
POSITIVO 8 8,6
B
NEGATIVO p) 21
POSITIVO
AB 2 2.1
NEGATIVO 0 0
POSITIVO 41 44,0
o
NEGATIVO 6 6,4
Total* 93 100,0

Fonte: Pesquisa prépria
*17 pacientes nao tiveram classificagdo ABO e RhD disponivel

O estudo da HFM foi realizado em todas as gestantes da amostra pelo
método de EA e pela CFM em 95 pacientes. O volume médio de sangramento
encontrado correspondeu a 4,68 + 8,7 ml de sangue fetal (0 - 70 ml) por EA
(GRAFICO 2) e 0,98 + 4,2 ml de sangue fetal (0 - 15 ml) por CFM (GRAFICO 3).

Foi possivel evidenciar HFM em 537 (48,2%) pacientes por EA e duas
(2,1%) por CFM. O nuamero de pacientes com HFM superior a 10 ml foi 3/110 (2,7%)
no método de EA e 2/95 (2,1%) pela CFM (Tabelas 15 e 16). A comparagédo das
médias de sangue total fetal demonstrou a maior precisdo da CFM (TABELA 17).
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GRAFICO 2 - Volume de HFM (sangue total fetal) por EA (n=110)

GRAFICO 3 - Volume de HFM (sangue total fetal) por CFM (n=95)
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TABELA 15 — Volume de Hemacias Fetais encontradas por Eluicao Acida

HEMACIAS FETAIS* SANGUE TOTAL FETAL**
VOLUME (ml) n % n %
Indetectavel 57 51,82 57 51,8
<4 34 30,91 10 9,1
4>HFM> 10 16 14,55 27 245
10 > HFM > 30 2 1,82 14 12,7
HFM > 30 1 0,91 2 1,8
TOTAL 110 100 110 100,0
Fonte: Pesquisa prépria HFM: Hemorragia fetomaterna
* Volume de hemé&cias fetais (ml) = _N° de hemacias fetais encontradas x 1800ml x 1,22 x 1,09

N2 de hemacias maternas

*k

Volume de sangue total fetal (ml) = N2 de hemacias fetais encontradas x 5000
2000 heméacias maternas

TABELA 16 — Volume de HFM e Heméacias Fetais encontradas pelo método de
Citometria de Fluxo

HEMACIAS FETAIS* SANGUE TOTAL FETAL**
VOLUME (ml) n % n %
Indetectavel 2 2,1 2 2,1
0,1 > HFM > 0,5 12 12,6 52 54,7
0,5> HFM > 4,0 65 68,4 37 38,9
4,0> HFM > 10 14 14,7 2 2,1
10 > HFM > 30 2 2,1 2 2,1
TOTAL 95 100,00 95 100,0

Fonte: Pesquisa prépria HFM: Hemorragia fetomaterna
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* Volume de hemdcias fetais (ml) = N? de hemécias fetais encontradas x 1800ml x 1,22
N¢ de hemacias maternas

** Volume de sangue total fetal (ml) = N2 de hemacias fetais encontradas x 5000
N¢ hemacias maternas

TABELA 17 — Média do volume de HFM (sangue total fetal) por método de quantificagao

aplicado
CITOMETRIA FLUXO ELUICAO ACIDA
VOLUME (ml) n MEDIA* n MEDIA*
<4 91 0,627+0,06248 67 0,373+0,1097
24 e <10 2 4,369+0,1868 24 5,833+,02457
210 e <30 2 13,927+1,1324 17 14,559+0,8900
230 0 2 51,250+18,75

*Expresso como média + desvio padrao da média

Fonte: Pesquisa prépria

Na tentativa de correlacionar tipo de parto e HFM, n&o foi possivel
demonstrar relagcao entre HFM e parto vaginal ou cesareano, a partir da aplicagéo
do teste do Qui-quadrado com correc¢do de Yates (x*=0,017; P =0,8964 para EA
e x° = 0,154; P = 0,6946 para CFM) (Tabela 18). Também nado houve correlagdo
significativa entre volume de HFM e parto prematuro e a termo (x° = 2,443; P =
0,1181 para EA; x* = 0,081, P = 0,7763 para CFM).

TABELA 18 — Volume de HFM encontrado (sangue fetal) por tipo de parto vaginal
ou cesareano e método de quantificagdo empregado

>4ml <4ml Total
TIPO DE PARTO
EA CFM EA CFM EA CFM
28 19
Cesareano 18 1 10 18 (25,7%)  (20,2%)
Vaginal 49 3 32 73 81 7

(74,3%)  (79,8%)

57 4 42 90

(615%) (43%) (385%) (957%) 109 94

Total

Fonte: Pesquisa prépria
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TABELA 19 - Volume de HFM encontrado (sangue fetal) por tipo de parto a termo
ou prematuro e método de quantificacdo empregado

>4 ml <4 ml Total
TIPO DE PARTO
EA CFM EA CFM EA CFM
95 85
Parto a termo 3 3 82 82 (88,0%)  (91,4%)
Parto prematuro 1 1 7 7 0o .

(12,0%)  (8,6%)

41 89 67 4

(38,0%) (95.7%) (62.0%) (43%) 108 93

Total

Fonte: Pesquisa prépria

O volume de HFM estimado pelas técnicas de EA e CFM mostrou boa
correlagdo pelo coeficiente de Pearson (R2= 0,914 e P<0,001) e também quando
avaliado pela técnica de regresséo linear (r=0,8360 p<0,0001) (Grafico 4).

Ao comparar as técnicas de EA e CFM foi evidenciada uma
reprodutibilidade razoavel (GRAFICO 5), decorrente das limitagées de sensibilidade
da EA em estimar volumes de HFM que se encontram inferiores a 0,4 ml. Nessa
faixa de valores a CFM revelou-se mais sensivel em estimar a HFM que a EA. Na
medida de grandes volumes a EA tende a se distanciar da CFM.

Apesar de boa correlacao linear e de boa reprodutibilidade, a diferenca
estatistica entre as duas técnicas foi significativa, conforme o teste T aplicado (t =
5,433, P < 0,0001) revelando a tendéncia da técnica da EA em superestimar os
valores de HFM (GRAFICOS 6 e 7).
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GRAFICO 4 — Comparacéo do volume de sangue fetal por EA e CFM utilizando o
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teste de regressao linear (n=95).
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GRAFICO 5 — Correlacdo entre as médias de volume de sangue fetal encontrado
por CFM e EA na amostra estudada (n=95).
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GRAFICO 6 — Correlagdo entre volume de sangue total fetal encontrado utilizando
as técnicas de EA e CFM (n=95)
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GRAFICO 7 — Comparacéo entre volume de sangue total fetal encontrado utilizando
as técnicas de EA e CFM.
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5 DISCUSSAO

A Doencga Hemolitica Perinatal (DHPN) é uma condigéo clinica que pode
comprometer a vida do RN em suas formas mais graves. Esta associada a presenca
de anticorpos maternos contra antigenos eritrocitdrios do feto ou RN em sua
circulagdo, causando hemdlise imunomediada de gravidade variavel (ARAUJO,
2003). A menos que tratada estd associada ao desenvolvimento de Kernicterus ou
hidropsia fetal em 25% dos casos (BOWMAN, 1997).

A introducao da profilaxia com a utilizacao sistematica da Imunoglobulina
Rh (IgRh) no periodo pos-parto em mulheres RhD negativas nédo sensibilizadas
representou um impacto positivo na reducdo da afeccdo (CONTRERAS, 1998;
JAMES, 1998; LEE,1998; MACKENZIE, 1999). Atualmente, a incompatibilidade ABO
€ a causa mais frequente de DHPN no mundo ocidental, embora raramente

associada a casos com grandes repercussoes clinicas. (ROBERTS, 2008).

No entanto, dados publicados nos EUA em 2002 indicam que cerca de
6,8 gestagdes por 1000 nascidos vivos foram complicadas pela aloimunizacédo para
o antigeno D, na dltima década (MOISE, 2002). No Reino Unido, em 1990 a
incidéncia de morte neonatal relacionada a aloimunizagdo RhD na primeira semana
apos o parto foi cerca de 50 casos/ano (JAMES, 1998). No Canada, a DHPN ainda
estava associada a um caso de morte perinatal a cada trés anos em algumas
regides do pais, na década de noventa (BOWMAN, 1997). Em estudo realizado em
1998, 22.264 gestantes foram triadas para a presenga de aloanticorpos eritrocitarios
clinicamente significantes e em 244 casos identificados, 100 foram relacionados a
presenca do anti-D, que permanece como anticorpo eritrocitario de maior
importancia clinica gestacional, principalmente por estar associado a maior
morbidade e mortalidade fetais (HOWARD, 1998), embora outros anticorpos dos
sistemas Rh (principalmente anti-c), Kell, Duffy, Kidd e MNSs também tenham sido
correlacionados em outros estudos (HUGHES, 2007; GARIOD, 2004; VUCINOVIC,
2004; HIROSE, 2004; TO, 2003; HOWARD, 1998; BOWMAN, 1993; BOWMAN,
1992).



Qunantificagio da hemorragia fetomaterna e prevengio da doenga hemolitica perinatal em gestantes atendidas em maternidades priblicas do Ceard 59

Em estudo realizado por Joseph e Kramer em 1998, foi analisada a
contribuicdo da introducao da profilaxia com IgRh na redugdo dos casos de DHPN
entre 1963 e 1988. Quando a sensibilizagdo para o sistema Rh foi considerada como
evento final, a profilaxia anti-D foi associada com uma protecdo de 61% ao passo
que ao se considerar a sensibilizacdo apenas para o antigeno D como evento final, o
fator de protecdo representado pela imunoprofilaxia foi de 84%. Os autores
concluiram, entdo, que a introdugdo da imunoprofilaxia foi determinante para a
reducao de casos ao longo das décadas analisadas, mas que fatores associados a
uma melhor assisténcia pré-natal e durante o parto tiveram grande importéancia na
reducéo da DHPN e sua morbi-mortalidade (JOSEPH, 1998). A introducéo de novos
métodos terapéuticos como amniocentese, transfusdo intrauterina, interrupgcao
prematura da gestagdo e exsanguineotransfusdo também teve grande impacto no
manuseio de gestantes alossensibilizadas e seus fetos reduzindo a mortalidade pré
e poés-natal (URBANIAK, 2000).

Apesar de estar associada a redugao da morbi-mortalidade da DHPN, a
utilizacdo de doses padronizadas de IgRh no pés-parto e no dltimo trimestre da
gestacdo pode nao ser suficiente para a prevencao eficaz da DHPN. Alguns estudos
demonstraram que a aloimunizagcdo residual, em paises industrializados,
correlaciona-se a ndo administracdo de quantidade suficiente de IgRh ap6s eventos
sensibilizantes durante a gestacdo e o parto e eventos de HFM nao detectaveis,
além da ndo aderéncia aos protocolos propostos (URBANIAK, 1998; JAMES, 1998;
BOWMAN, 2006). Causas soécio-econdmicas, relacionadas as dificuldades de
disponibilizacdo da imunoglobulina também podem estar implicadas (GONZALES,
2004). Em paises que nao utilizam o monitoramento do volume de HFM para
orientar a dose de IgRh a ser utilizada, como o Brasil, a falha na identificacdo de
HFM volumosa impossibilita o ajuste de dose necessario para a prevencao da
sensibilizagao (BAIOCHI, 2004; BAIOCHI, 2005).

A passagem de hemacias fetais para a circulagdo materna foi
demonstrada inicialmente por Chown em 1954, a partir de sangramentos na
placenta, vasos umbilicais ou anormalidades vasculares do feto (GODALL, 1958).
Com o desenvolvimento do método de Eluicdo Acida (EA) para coloragdo de

hemacias fetais por Kleihauer e colaboradores em 1957, foi possivel documentar a
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passagem de hemdacias fetais para a circulagcdo materna e quantificar seu volume
(BAIOCHI, 2005).

Esse é o teste mais utilizado para quantificacdo da HFM e recomendado
como padrao pelo British Committee for Standards in Haematology - BCSH, National
Institute for Health and Clinical Excellence - NICE, American Association of Blood
Banking - AABB e American Society of Clinical PAthologists - ASCP (HARTWELL,
1998; KENNEDY,2006; AUSTIN, 2008; PARKER, 2008; NICE, 2008; RAMSEY,
2009). Tem por principio a maior resisténcia da hemoglobina Fetal (HbF) a
desnaturagao alcalina em elui¢cdo acida comparada a hemoglobina A (HbA) presente
nas células adultas (HOWARTH, 2002). Quando laminas secas de esfregaco
sanguineo materno sao fixadas e imersas em uma solugao de tampéao acido a HbA é
desnaturada e eluida, deixando sombras de hemacias. O conteudo das hemécias
com HbF, é resistente e a célula pode ser corada, quando presente, tornando-se
visivel entre as células com HbA parcialmente coradas que formam o esfregaco
(AUSTIN, 2008).

A quantificagdo da HFM realizada no presente estudo utilizando o método
da EA nao detectou sangue fetal em 57/110 (51,8%) pacientes, e encontrou
sangramento em 53/110 (48,2%) pacientes com uma variacdo de sangramento de
2,5 - 70 ml. A técnica de EA é capaz de detectar a presenca de 0,5% de células
fetais ou HFM em volumes maiores e as pacientes com hemorragia inferior a esse
volume apresentam sangramento indetectavel pelo método (HARTWELL, 1998). Em
nossos resultados essa limitagdo ficou evidente, visto que entre as 95 pacientes em
que foi realizada a quantificacao por CFM foi possivel detectar HFM em 97,9% das
mulheres (93/95) com volumes de hem@acias fetais variando de 0,1 - 0,45 ml, ou seja,
em apenas duas pacientes com HFM indetectavel pela EA n&o foi possivel detectar
algum sangramento pela CFM.

De fato, com a utilizacdo da EA alguns autores encontraram um
percentual de HFM detectavel em 50% e 60% em suas pacientes, semelhante aos
resultados encontrados em nossa amostra (PAI, 1975; MANNESSIER, 2000). No
entanto, a partir da utilizacdo da CFM em 16 puérperas, Medearis et al. relataram a
presenca de hemacias fetais em todas as pacientes concluindo que a HFM é um

fendbmeno universal e comum durante a gestacao e o parto (MEDEARIS, 1984). O
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método apresenta, portanto, uma maior sensibilidade que a EA, podendo detectar
volumes muito pequenos de hemacias fetais e definir a presenga de sangramento

mesmo em volumes indetectaveis pela EA, como demonstrado no presente estudo.

O volume de HFM detectado pela EA em 53 pacientes foi inferior a quatro
ml em 10/110 (9,1%), entre 4ml e 10 ml em 27/110 (24,5%), entre 10ml e 30 ml em
14/110 pacientes (12,7 %) com volume de HFM superior a 10 ml, sendo duas delas
(1,8%) com sangramento maior que 30 ml. Em 343 puérperas estudadas pelos
métodos de Roseta e Kleihauer-Betke foram encontrados 16 pacientes (4,6%) com
HFM superior a quatro ml, sendo oito casos (2,3%) de HFM menor que 10 ml, seis
casos (1,7%) com HFM entre 10 e 30 ml e dois casos (0,58%) de HFM maior que 30
ml (BAIOCHI, 2005). Vale ressaltar que os autores realizaram o teste de
quantificacdo apenas nas pacientes com triagem positiva e apenas as pacientes
com HFM superior a 4 ml foram relatadas como positivas, sem que volumes abaixo
de 4 ml fossem considerados. Em nosso estudo o método quantitativo foi realizado
na totalidade da amostra, permitindo identificar sangramento menor que 4 ml em
95,7% da amostra por CFM e 82,7% pela EA.

Segundo relato, em 90% dos casos de HFM durante a gestagédo, o
volume envolvido no sangramento é menor que 0,1 ml enquanto 0,4% das mulheres
apresentam sangramento maior que 30 ml durante o parto (SEBRING, 1990). Entre
1997 a 2001 foram analisadas por Citometria de Fluxo amostras de 1.248 pacientes
em trés centros de referéncia americanos para o diagnéstico de HFM. Na populacao
estudada 5,5% das pacientes (69 de 1.248) apresentaram volume maior que 0,1%
de hemacias fetais, 3,8% das pacientes (48 de 1.248) apresentaram sangramento
menor do que 30 ml e 1,7% (21 de 1.248) tiveram HFM maior que 30 ml (CHEN,
2002).

A EA apresenta limitagbes relacionadas a tendéncia em superestimar
volumes maiores de HFM. As dificuldades em padronizar a coloracdo e contagem
das células maternas parcialmente coradas, além da subjetividade de um avaliador
humano interferem nos resultados (HOWARTH, 2002). Além disso, 0 aumento de
HbF durante a gestacdo e/ou gestantes com persisténcia hereditaria de HbF e
outras hemoglobinopatias, como doencga falciforme e - talassemia, podem interferir

na realizacdo dos testes levando a resultados falsamente elevados (HARTWELL,
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1998, AUSTIN, 2008). Em virtude dessas limitagdes, alguns autores julgam
necessaria a utilizacao de testes mais especificos quando grandes volumes de HFM
sao detectados para evitar doses suplementares inadequadas de IgRh (PATTON,
1990; KUMPEL, 2000; KUSH, 2005).

Quando correlacionados aos resultados obtidos pela CFM, observamos
que a EA superestimou o sangramento em volumes superiores a 4 ml, com uma
grande divergéncia em valores acima de 10 ml (t = 5,433, P < 0,0001). Na presente
amostra 4/95 (4,2%) e 43/110 (39%) mulheres apresentaram sangramento acima de
quatro ml pelas técnicas de CFM e EA. Os achados estdo de acordo com Howarth et
al. e evidenciam que embora haja concordancia com pequenos volumes, houve uma
grande divergéncia entre os dois métodos quando volumes maiores de 10 ml
sangramento foram envolvidos (HOWARTH, 2002).

Os dados apresentados evidenciaram 2/110 pacientes com volume de
HFM maior que 30 ml na EA que, portanto, necessitariam receber uma dose
suplementar de IgRh para uma prevencgéao eficaz da alosensibilizacdo. Os resultados
da CFM, no entanto, evidenciaram que, embora tenham apresentado sangramento
acima de 10 ml, essas pacientes ainda estariam na faixa de seguranca para
utilizacao da dose padrao de 300 ug de IgRh. Estdo de acordo com Lubenko et al.,
que relataram a confirmacéo de 25/54 pacientes com HFM superior a quatro ml de
HFM pela EA, quando as mesmas amostras foram submetidas a CFM, reforcando a
necessidade de confirmacdo de grandes hemorragias encontradas pela EA com
métodos mais precisos, em virtude da tendéncia do teste em superestimar o
sangramento (LUBENKO, 1999).

A combinagdo dos dois métodos permitiria, portanto, evitar o uso
desnecessario de doses maiores de IgRh nessas pacientes. Os achados corroboram
a importancia da quantificacdo da HFM nas pacientes de risco para aloimunizagédo
anti-D com um meétodo simples, de baixo custo e eficaz em detectar volumes
maiores de sangramento, ao tempo em que sinaliza para a necessidade de
submeter as amostras a métodos mais especificos que possibilitem a confirmagéo
dos casos de HFM superior a 30 ml, conduta adotada em alguns paises (DZIEGEL,
2006).
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O estudo demonstrou que houve correlagdo entre os dois métodos na
deteccao de valores criticos. Nos resultados apresentados nenhum valor obtido pela
EA inferior a 4 ml de heméacias fetais correspondeu a um valor da CFM superior a
quatro ml, ou seja, a EA foi eficaz em identificar pacientes com HFM insignificante
do ponto de vista clinico, tendo um valor preditivo negativo de 100% nas pacientes
estudadas. Da mesma forma, foi encontrada uma boa correlagdo entre os métodos
realizados no estudo e os testes empregados evidenciaram uma alta significancia
estatistica na comparacdao dos resultados (p<0,0001; Coeficiente de Pearson =
0,914).

A necessidade de quantificar a HFM estda embasada na natureza
imprevisivel desse fenébmeno, como mostrou Giacoia, em revisdo de 134 casos de
HFM com volume superior a 50 ml relatadas na literatura entre 1966 e 1997, em que
nao havia causa demonstravel para o sangramento em 82% dos relatos (GIACOIA,
1997). Portanto, é necessario quantificar a HFM em todas as mulheres RhD
negativas, especialmente apds eventos reconhecidos como potencialmente
sensibilizantes apds a vigésima semana de gestagdo. Entre esses eventos estao
amniocentese e cordocentese, hemorragia anteparto ou sangramento transvaginal
durante a gestacdo, versao cefalica externa, quedas ou trauma abdominal, morte
intrauterina ou natimorto, intervencdes terapéuticas intra-utero (transfusao, cirurgia),
abortamento ou interrupgao terapéutica da gestacao (HARTWELL, 1998; CORTEY,
2006; AUSTIN, 2008; PARKER, 2008).

No Brasil, embora o Ministério da Saude recomende a imunoprofilaxia
sistematica em mulheres RhD negativas, ndo ha conduta padronizada no que se
refere a dose de imunoglobulina a ser usada ou recomendagbes para quantificacao
da HFM em qualquer situacao (BRASIL, 2000).

Diversos autores tentaram estabelecer fatores de risco para HFM de
volume superior a 30 ml, com o intuito de identificar critérios para racionalizar o
seguimento laboratorial da HFM (BAIOCHI, 2005). Multiplas condi¢bes tém sido
associadas a HFM incluindo trauma abdominal/politraumatismo, amniocentese,
versdo cefalica externa, tumores placentarios, pré-eclampsia e outras desordens

hipertensivas da gestagdo, descolamento prematuro de placenta, gémeos
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univitelinos, transfusao intra-uterina entre gémeos, placenta prévia, malformacoes e
morte fetal (SAMADI, 1999).

A fim de correlacionar volume de HFM e tipo de parto Ness et al
analisaram 789 maes RhD negativas com RNs RhD positivos em um periodo de 5
anos e ndo encontraram diferenga significativa entre mulheres com parto vaginal e
cesareano (NESS, 1987). Da mesma forma, Salim et al. estudaram 662 mulheres e
nao conseguiram estabelecer correlagdo entre volume de sangramento e tipo de
parto (SALIM 2005). Ambos os estudos utilizaram apenas o método de EA. Os
resultados descritos no presente estudo, obtidos por EA e por CFM, também
demonstraram ndo haver correlagdo entre volume de HFM e parto vaginal e
cesareano (p= 0,8964 para EA e p = 0,6946 para CFM), bem como parto prematuro
e atermo (p=0,1181 para EA; p = 0,7763 para CFM).

Em uma série de 319 natimortos com avaliacao laboratorial de HFM, entre
1990 e 1994, Samadi et al. concluiram ndo ser possivel prever HFM de maiores
volumes a partir de eventos clinicos reconhecidos como fatores de risco, sendo
impossivel definir apenas a partir das caracteristicas clinicas as pacientes com maior
ou menor risco de apresentar sangramentos importantes (SAMADI, 1999). Da
mesma forma, Balderston et al. ndo conseguiram demonstrar maior risco de HFM
em 308 pacientes com gestacdo complicada por sangramento do terceiro trimestre,
parto prematuro ou ruptura precoce das membranas. Descolamento prematuro e
placenta prévia também nado puderam ser correlacionados como fator de risco
(BALDERSTON, 2003).

Por outro lado, compatibilidade ABO entre mae e feto, coriocarcinoma e
trauma abdominal parecem estar relacionados com o risco de HFM com maiores
volumes (HARTWELL, 1998; KOIKE, 2006; ZIZKA, 2008; ASO, 2009) e situagdes
como versao cefdlica externa e procedimentos invasivos durante a gestagéo
necessitam de acompanhamento em virtude da imprevisibilidade da HFM (SCHOLZ,
2009). No entanto, mesmo em situa¢cdes que parecem nao correlacionadas a risco
de HFM excessiva como as complicagdes no primeiro trimestre da gravidez, aborto
induzido ou gravidez ectépica, o acompanhamento deve ser feito pela
impossibilidade de excluir completamente o risco de sangramento (JABARA, 2003).
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Em todas as pacientes (6/110) que apresentaram intercorréncias que
poderiam favorecer HFM durante o parto (dois casos de parto gemelar, um caso de
apresentacao pélvica, dois de amniorrexe e um de placenta prévia) foi encontrado

um volume de HFM inferior a quatro ml pela CFM.

O objetivo primordial da quantificagdo da HFM, embora usada no
monitoramento de intercorréncias na gravidez e parto (MUENCH, 2004), é a
profilaxia eficaz da DHPN. Foi demonstrado que apds administragdo de dose
insuficiente de IgRh nao é possivel evidenciar o clearance da populagado de células
RhD positivas (LARSEN, 2008) e a dose deve ser proporcional ao volume de HFM
encontrado antes que a resposta imune primaria ocorra e que sensibilizagdo

materna seja irreversivel (PARKER, 2008).

Considerando que 20 pg de IgRh é suficiente para proteger contra
sangramento de 1 ml de hemacias fetais ou 2 ml de sangue total, a dose de 300 ug
(1500 Ul) recomendada por autores americanos € o bastante para prevenir a
aloimunizacado em casos de HFM de até 30 ml (HARTWELL, 1998, RAMSEY, 2009).
Na Europa, doses diferenciadas de IgRh sdo correlacionadas a intercorréncias na
gravidez e parto e ao tamanho do sangramento ap6s a quantificacdo (AUSTIN,
2008; PARKER, 2008; NICE, 2008) e, em pacientes ap6s 20 semanas de gestacao,
a dose de 500 Ul (100 pg) de IgRh é proposta para HFM inferior a quatro ml com
doses adicionais quando a HFM é superior a 4 ml (PARKER, 2008), respeitando o
intervalo de até 72 horas pés o parto (CONTRERAS, 1998).

As recomendacoes do Ministério da Saude do Brasil em seu Manual
Técnico para Atendimento de Gestacdao de Alto Risco preconizam evitar
amniocentese nas gestantes RhD negativas ndo sensibilizadas e administrar IgRh
dentro das primeiras 72 horas em maes RhD negativas ndo sensibilizadas com
partos de recém-nascido RhD positivo, pds-abortamento, gravidez ectopica ou mola,
pds-amniocentese, cordocentese ou bidpsia de vilosidade corial, depois de
sangramento durante a gestacdo. Recomenda ainda administracdo de IgRh durante
a gestagao de mulheres RhD negativas nao sensibilizadas com marido RhD positivo
entre 282 e 342 semanas. Nao existem especificagdes, no entanto, relacionadas a
dose a ser utilizada ou qualquer referéncia a respeito da necessidade de
monitoramento do volume de HFM (BRASIL, 2000).
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Na auséncia de recomendagcdes bem estabelecidas em nosso pais, a
dose utilizada segue a recomendacao americana, sem que, no entanto, seja
realizada a quantificagcdo do volume de HFM (MIYADAHIRA, 2000; BAIOCHI, 2005).

A partir do percentual de pacientes com volume de HFM inferior a quatro
ml em nosso estudo, de 95,7% por CFM e 61% pela EA, podemos concluir que a
dose padronizada de 300 ug esta 2/3 (dois tercos) acima do necessario em mais de
60% das pacientes, 0 que representa desperdicio de utilizagcdo de um recurso
terapéutico limitado, além de recursos financeiros. Estudo publicado recentemente
realizado na Australia concluiu pela conveniéncia de utilizar doses reduzidas de IgRh
para pacientes com HFM de pequenos volumes (AUGUSTSON, 2006).

O investimento por dose de 300 ug no estado variou de R$ 103,57 a R$
170,00 no mercado local em abril de 2009, apenas para aquisi¢cdo da IgRh, e os
dados apresentados demonstram uma possibilidade real de reducao de custos com
a individualizagdo da dose o que, por si sé, justificaria a adogdo da conduta de
quantificacao sistematica da HFM. Acrescente-se ainda, o beneficio de permitir a
utilizacao de doses adicionais e prevenir eficazmente a aloimunizacdo em pacientes

com HFM superior a faixa padronizada de protecgéao.

No Ceard, ocorreram 135.833 nascimentos vivos em 2006 (CEARA,
2009). Considerando a distribuicdo do fené6tipo RhD negativo (9,09%) na populagéao
de doadores do estado descrita por Alves em 2005 (ALVES, 2005), o niumero de
partos em mulheres RhD negativas, por ano, varia em torno de 12.347. Entre esses
nascimentos, 11.224 podem ser de RNs RhD positivos, 0 que pode ser usado como
uma estimativa de mulheres com potencial exposicdo a aloimunizacao.
Considerando que 0,2 - 3 % das mulheres podem apresentar HFM superior a 30 ml
de sangue fetal (BAIOCHI, 2005) a necessidade de dose suplementar de IgRh em
nosso estado poderia vir a ocorrer em 22 a 336 pacientes/ano.

As complicagdes inerentes a formagéo do anti-D em mulheres em idade
fértil, os desdobramentos relacionados ao atendimento de gestagédo de alto risco,
abortamentos de repeticdo, prematuridade e o0s procedimentos especiais
necessarios ao manuseio de complicacdes obstétricas e neonatais correlacionadas,

justificam o investimento necessario para identificar adequadamente essas
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pacientes, a partir da realizacdo de testes quantitativos e/ou semiquantitativos para
todas as pacientes expostas ao risco.

O custo direto envolvido na realizacao do teste de EA e CFM em nosso
estudo foi de R$ 5,23 e R$ 98,94, respectivamente. Embora a CFM represente um
teste com maior acuracia, sensibilidade e reprodutibilidade, o alto custo envolvido
em sua realizacdo, a necessidade de equipamentos, reagentes e profissionais
especializados, além da disponibilidade apenas na capital do estado, impedem sua
aplicagdo em todas as pacientes RhD negativas. Por outro lado, as caracteristicas
do método permitem um resultado fidedigno e isento das imprecisdes da EA. E,
portanto, racional a combinag¢ao dos dois métodos nas gestantes RhD negativas nao
sensibilizadas, proporcionando a triagem de HFM maior que 30 ml em todas com a
EA e a confirmacéo ou exclusdo dos casos a partir da utilizagdo da CFM. Ao lado
disso, € preciso analisar o custo e logistica para implantagcdo de laboratérios de

referéncia, capazes de realizar as técnicas com a presteza e seguranga necessarias.

A combinacao da quantificacdo da HFM com a disponibilizagdo de IgRh
em diferentes apresentacées proporcionaria o uso racional da imunoglobulina com
doses personalizadas, mais baixas em pacientes com pequeno volume de HFM e

mais altas naquelas com volume superior a 30 ml de sangue fetal.

E conveniente, portanto, aprofundar a discussdo do tema através de
novos estudos na populacdo de risco para definir uma estratégia de atencao
adequada as gestantes, racionalizando o atendimento e prevenindo desperdicio de
recursos e falha na profilaxia da imunizacdo materna. O investimento feito no
atendimento a gestante e ao parto no Brasil ja demonstrou um importante impacto
positivo na reducdo da mortalidade materna e fetal no pais e os dados ora
apresentados apontam para um problema parcialmente equalizado que precisa ser
melhor avaliado para que uma assisténcia de melhor qualidade seja prestada a
populacao.



CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

= Os dados apresentados no estudo corroboram com resultados relatados na
literatura no que concerne ao volume de HFM encontrado.

= Foi possivel demonstrar uma boa correlagdo estatistica entre os métodos
laboratoriais aplicados.

= O teste de Eluicdo Acida (EA) mostrou-se eficaz para definir a populacdo de
gestantes com hemorragia fetomaterna (HFM) insignificante e superestimou
volumes maiores de sangramento. Por se tratar de um método de custo
acessivel, pode ser usado para triagem laboratorial em populagées de risco,
sendo necessaria a confirmagédo de volumes de HFM superiores a 30 ml com

a utilizacao de testes mais especificos.

= A aplicagdo do método de Citometria de Fluxo foi fundamental nos casos de

HFM de maior volume encontrados pela EA.

= Considerando que a dose de IgRh padronizada nos servigos de atendimento
obstétrico no pais é de 300 pg, foi demonstrado que mais de 60% das
gestantes poderiam estar recebendo uma dose de IgRh superior ao
necessario, enquanto os casos que se beneficiariam de dose mais alta que a
padronizada n&o sao identificados.

= A associagao das técnicas de EA e CFM para quantificagdo da HFM mostrou-
se clinicamente sensivel, rapida, eficaz e de baixo custo, sendo recomendavel

sua implantagdo no a&mbito do SUS.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Quantificacdo da hemorragia fetomaterna em gestantes Rh
negativas atendidas em maternidade publicas do Ceara - Um estudo
prospectivo.

Prezada Mae,

Este documento |lhe dara informagdes e pedira seu consentimento para
participar de uma pesquisa que esta sendo realizada pela Universidade Estadual do
Ceara — UECE, pelo centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — HEMOCE e
por este hospital. Ele este documento foi € feito em duas vias para que vocé possa
ter uma comprovacado de sua participacdo na pesquisa. A outra via ficara com os
pesquisadores.

O estudo pretende avaliar a eficacia de duas técnicas utilizadas na
mensuracao da hemorragia fetomaterna, prevenindo a ocorréncia de uma grave
complicagao da gestacado chamada doenga hemolitica do recém nascido e que pode
colocar em risco a vida dos bebés.

Para a participacdo na pesquisa, vocé respondera a um questionario
sobre o atendimento médico e a utilizagdo de imunoglobulina anti-D (conhecida
como Rhogan ou vacina) na gestacdo atual e em gestacbes passadas (caso
existam) e fara a coleta de uma amostra de sangue até 24 horas ap6s o parto, para

avaliar a necessidade de utilizacao de ou mais doses da “vacina”.

Vocé tem direito a solicitar mais esclarecimentos sobre a pesquisa e se
recusar a participar dela ou interromper sua participagdo a qualquer momento, sem

que isso Ihe cause nenhum prejuizo.

Suas informagdes serdao mantidas em sigilo e nao serdo divulgadas em
qualquer hipétese. Os resultados serdo apresentados em conjunto sem que haja
qualquer identificacdo das pacientes participantes.

Fortaleza: / /

Luciana Maria de Barros Carlos
Pesquisadora



TERMO DE CONSENTIMENTO POS - ESCLARECIDO

Declaro estar ciente das informagdes constantes deste termo de consentimento e
concordo em participar desta pesquisa.

Fortaleza: / /

Ass. Paciente ou responsavel:

Ass. Testemunha:

Ass. Entrevistador:

O participante concordou e assinou o termo de consentimento?

1. Concordou e assinou 2. Concordou e ndo assinou 3. Recusou sua participacao.



APENDICE B

QUESTIONARIO DATA / / SERVICO
NOME
NOME DA MAE
IDADE an0s compLeTOS) PROCEDENCIA RACA B( )N( )P( )
ENDEREGO TELEFONE
ESCOLARIDADE ANALF( ) EFC( ) EFI( ) EMC( ) EMI( ) NS( )
RENDA FAMILIAR <1SM( ) 13SM( ) 35SM( ) >5SM( )
GRUPO SANGUINEO MAE RN HISTORIAGESTACIONAL G P A
HISTORIA TRANSFUSIONAL
MOTIVO DO INTERNAMENTO ABORTAMENTO ( ) IG
PARTO PREMATURO ( ) IG
PARTO A TERMO ( ) IG

TIPO DE PARTO NORMAL ( )
CESAREANO ( )
COM DISTOCIA () QUAL
PROCEDIMENTOS INVASIVOS NA GESTAGAO CORDOCENTESE ( ) N°
AMNIOCENTESE ( ) N°
TRANSFUSAO INTRA-UTERINA () N°
OUTRO ( ) QUAL

OUTRO MOTIVO

PRE-NATAL SIM( )NAO () | NUMERO DE CONSULTAS
USO DE IgRh GESTAGCAO ATUAL SIM( )NAO( ) | NeVEZES
QUANDO (IG) DOSE
MOTIVO USO DE IgRh PROFILAXIA ANTE-NATAL ()

PARTO PREMATURO ( )

PARTO A TERMO ( )

AMEAGA DE ABORTAMENTO ( )
OUTRO MOTIVO
TAI GESTACAO ATUAL SIM ( ) NAO () ‘POSITIVO( ) NEGATIVO ( )|ANTICORPO
PRE-NATAL GESTACOES ANTERIORES SIM ( ) NAO () ‘NUMERO DE CONSULTAS
USO DE IgRh SIM( ) NAO ( ) N°VEZES____ ‘QUANDO(IG) ‘DOSE
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ANEXO A

Parece Comité de Etica em Pesquisa

SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA / SUS
HOSPITAL GERAL CESAR CALS ”—
CENTRO DE ESTUDOS APERFEICOAMENTO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA C

PARECER CEP
Protocolo do CEP: 212/2008
Titulo do Projeto: Aloimunizacio Eritrocitiria Materna e Prevencio da Doenca Hemolitica
Perinatal por Anti-D em Maternidades Piblicas do Ceara no Ano de 2008 — Um Estudo
Transversal Prospectivo.

avel: Luci: Maria de Barros Carlos

P, T
or
Pesq resp

PARECER CONSUBSTANCIADO -

O projeto contém uma Introdugido bem referendada, onde a pesquisadora justifica a importancia da
identificagdo de pacientes que nao possuem anticorpos contra o antigeno D do sistema Rh, pela
possibilidade de sensibilizagdo com hemacias fetais portadoras deste antigeno, desencadeando doenga
hemolitica peri-natal. Ja se usa de rotina uma aplicagdo de uma imunoglubina anti-D nesta populagido
negativa , embora a dose ainda ndo esteja bem estabelecida. Esta dose parece depender da quantidade de
sangue fetal que extravasou para a corrente sanguinea materna. O objetivo deste estudo é portanto
determinar este volume de sangue numa populag@o atendida em duas maternidades publicas de Fortaleza,
no periodo de marcgo a setembro de 2008. Uma amostra de sangue sera coletada e enviada ao Centro de
Hamatologia e Hemoterapia do Ceara,.onde serdo usados testes de quantificagdo. Outros objetivos sdo a
identificagdo do percentual de mulheres Rh D negativas aloimunizadas nesta populagio, especificar os
anticorpos envolvidos, identificar fatores causais na falha da imunizagdo anti-RhD e individualizar a dose
de imunoglobulina anti-D. Sera aplicado um questionario onde consta dados demogrificos da mie,
historia obstétrica.

AVALIAGCAO DO CEP :

Trata-se de um estudo interessante, que podera caracterizar melhor a populagfo atendida em dois
hospitais publicos de Fortaleza, sob risco de desenvolver esta complicagdo hemolitica peri-natal. A
pesquisadora informa se tratar de um estudo transversal e prospectivo. Na verdade nio encontramos no
projeto evidéncias de estudo prospectivo mas principalmente de um estudo transversal, onde esta
populagdo serd estudada num dado momento. Se havera administragdo de imunoglobulina anti-D e se
ocorrera seguimento isto ndo foi explicito no referido projeto. Portanto sugerimos a retirada do termo
prospectivo do titulo deste protocolo de estudo.

Em resumo o CEP considera APROVADO o presente protocolo de estudo.

-~

Fortaleza, 07 de marco de 2008
A
Dr. Antonip Luiz Carneiro Jerénimo

Coordenador do CEP

AV. IMPERADOR, 545 — CENTRO -~ CEP: 60015-052 — FORTALEZA-CE|
FONE/ FAX: (0xx85) 488 2602/ 488.2608
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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