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RESUMO



Campos MVX. Correlacdo entre titulos de anticorpos anti-D e desfecho
gestacional adverso em gestantes com antecedente de doenca hemolitica
perinatal [Dissertacao]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2015.

OBJETIVOS: Avaliar a correlagao entre titulos de anticorpos anti-D em
gestantes com antecedente de doenca hemolitica perinatal (DHPN) e
desfecho gestacional adverso. METODOS: Coorte retrospectiva (2006-14)
envolvendo gestantes Rh negativo, com antecedente de DHPN moderada
ou grave, acompanhadas na Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Critérios de
inclusdo: gestacao unica com idade gestacional inferior a 32 semanas e
auséncia de derrames cavitarios ou hidropisia fetal durante a 1% avaliagdo
ultrassonografica; e desfecho perinatal conhecido. Necessidade de
transfusédo intrauterina (TIU), ou ocorréncia de obito fetal (OF) foram
considerados os desfechos de interesse. Analise por curva ROC foi
utilizada para examinar a correlagao entre os titulos de anticorpos e os
desfechos; valores de sensibilidade, especificidade, preditivos positivo
(VPP) e negativo (VPN), acuracia e razdes de verossimilhanca positiva
(RVP) e negativa (RPN) foram calculados para diferentes niveis de corte.

RESULTADOS: O estudo envolveu 58 gestagdes com antecedente

moderado (n=18, 31%) ou grave (n=40, 69%) de DHPN. Um total de 29
(50,0%) gestagdes apresentaram desfecho adverso, sendo que TIU foi
realizada em 28 (48,3%, 28/58) casos e OF ocorreu em 7 (12,1%, 7/58).

A frequéncia de desfechos adversos foi diferente entre gestantes com
titulo inicial baixo (<16: 1/10, 10,0%), moderado (entre 16 e 64: 8/22,
26,9%) e alto (= 128: 20/26, 76,9%, p<0,001). O comportamento dos
titulos (declinio, estabilidade ou aumento) n&o se correlacionou com a
necessidade de TIU ou OF (p=0,48). A curva ROC dos titulos iniciais de
anticorpos apresentou area sob a curva de 0,78 (intervalo de confianga
95%, IC 95%: 0,66 — 0,90) para predicdo de desfechos gestacionais
adversos, sendo 128 o melhor nivel de corte, com sensibilidade de 69,0%,
especificidade de 79,3%, VPP de 76,9%, VPN de 71,9%, acuracia de
74,0%, RVP de 3,33 (IC95%: 1,68-7,23) e RVN de 0,39 (IC95%: 0,21 -
0,66). CONCLUSAO: Gestacdes com antecedente moderado ou grave de
DHPN com titulos de anticorpos anti-D iniciais = 128 apresentam aumento
da chance de ocorréncia de desfechos gestacionais adversos (TIU ou OF)
de 3,33 vezes em relacdo aquelas com titulos iniciais baixos. Portanto, a
titulacdo inicial de anti-D auxilia na triagem das gestacbes com maior
chance de anemia fetal moderada ou grave, exigindo vigilancia com
avaliagbes mais frequentes do pico de velocidade sistdlica da artéria
cerebral média.

Descritores: eritroblastose fetal; isoimunizagdo Rh; anticorpo anti-D;

anticorpos; transfusdo de sangue intrauterina; natimorto; morte fetal;
resultado da gravidez; gestantes.
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SUMMARY



Campos MVX. Correlation between anti-D antibody titers and adverse
pregnancy outcome in pregnant women with history of hemolytic disease
of the fetus and newborn [Dissertation]. Sdo Paulo: "Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo"; 2015.

OBJECTIVE: To evaluate the correlation between anti-D antibody titers in
pregnant women with a previous history of hemolytic disease and adverse
pregnancy outcome. METHODS: Retrospective cohort (2006-14) involving
Rh negative pregnant women with a previous history of moderate or
severe hemolytic disease, seen at the Department of Obstetrics and
Gynecology, Hospital das Clinicas, S&o Paulo University Medical School.
Inclusion criteria: singleton pregnancies, without fetal effusions or hydrops,
first evaluated before 32 weeks of gestation, and known perinatal
outcome. Primary outcomes were: need for intrauterine transfusion (IUT)
and/or stillbirth (SB). ROC curve analysis was used to examine the
correlation between antibody titers and adverse pregnancy outcome.
Sensitivity, specificity, positive predictive (PPV) and negative (NPV)
values, accuracy and positive (PLR) and negative (NLR) likelihood ratios
were calculated for different cut-offs. RESULTS: The study included 58
singleton pregnancies with a history of moderate (n=18, 31.0%) or severe
(n=40, 69.0%) hemolytic disease in a previous pregnancy. Adverse
outcome occurred in 29 (50.0%) pregnancies: IUT was performed in 28
(48.3%, 28/58) cases and SB occurred in 7 (12.1%, 7 / 58). The frequency
of adverse outcomes was significantly different (p <0.001) according to
initial antibody titers: low (<16), 1/10 (10.0%); moderate (between 16 and
64), 8/22 (26.9%); and high (= 128), 20/26 (76.9%). ROC curve analysis
showed an area under the curve of 0.78 (95% confidence interval, 95% CI:
0.66 to 0.90) for the prediction of adverse pregnancy outcomes. Initial anti-
D >128 was considered the best cut-off level, with sensitivity of 69.0%,
specificity of 79.3%, PPV of 76.9%, NPV of 71.9%, accuracy of 74.0%,
PLR of 3.33 (95% CI: 1.68 to 7.23) and NLR 0.39 (95% CI: 0.21 to 0.66).
Antibody levels trend throughout pregnancy (decrease, stability or
increase) was not correlated with adverse outcome (p = 0.48).
CONCLUSION: Pregnancies with a previous history of moderate to severe
hemolytic disease, and initial anti-D antibody titers 2128, present
increased chance (3.33 times) of need for intrauterine transfusion and/or
stillbirth compared to those with low initial titers. Therefore, initial anti-D
titers improve the screening of pregnancies at higher risk of
moderate/severe fetal anemia and will require more frequent monitoring of
fetal middle cerebral artery peak systolic velocity.

Descriptors: erythroblastosis, fetal; Rh isoimmunization; RHO(D) antibody;

antibodies; blood transfusion, intrauterine; stillbirth; fetal death; pregnancy
outcome; pregnant women.
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1 INTRODUCAO



Introducéao 2

A aloimunizagdo consiste na produgcdo de anticorpos secundaria a
exposicdo a antigenos nao proprios '. Durante a gestacdo e parto, células
sanguineas fetais, que contém antigenos de superficie eritrocitaria
sensibilizantes de origem paterna ndo compativeis com a mae, podem
atingir a circulagdo materna através de hemorragias feto-maternas ? e
ocasionar a producédo de anticorpos pelo sistema imune materno. Em uma
primeira exposi¢cao a estes antigenos, ha produgado de imunoglobulinas do
tipo IgM, que n&o s&o capazes de atravessar a barreira placentaria em razao
de seu alto peso molecular. Apdés uma segunda exposi¢cédo, ha o inicio da
producao de imunoglobulinas do tipo IgG, com o transporte ativo destes
anticorpos por receptores Fc presentes na placenta, em um sentido Unico,

da mae para o feto °

. Os anticorpos IgG maternos dirigidos contra os
antigenos eritrocitarios fetais atingem a circulagcdo sanguinea do feto e
desencadeiam um processo de hemoélise imunomediada que resulta, por fim,

no quadro de anemia '

. Este processo patologico, que se inicia intrautero,
pode se estender ao periodo neonatal, o que justifica a atual nomenclatura
de doenga hemolitica perinatal (DHPN) para esta patologia.

Existem mais de 50 antigenos eritrocitarios associados a
etiopatogenia da DHPN, sendo que os principais sdo pertencentes ao
sistema ABO, Rh e Kell. Apesar da incompatibilidade feto-materna para o

sistema ABO ser mais frequente, a doenca decorrente da produgao de

anticorpos relacionados ao sistema Rh (em especial os antigenos D e c) e



Introducéao 3

ao sistema Kell (K1) apresentam maior relevancia clinica devido a
associacdo a quadros de maior gravidade * °.

A DHPN foi considerada um dos maiores problemas obstétricos
durante a primeira metade do século XX, sendo responsavel por elevadas
taxas de morbimortalidade perinatal. No inicio da década de 1940, a taxa de
mortalidade perinatal pela doenca era de aproximadamente 50% °. Com a
introducéo da técnica de exsanguineo transfusdo (EXT) por Wallerstein em
1946 7, esta taxa foi reduzida a metade.

Com o avancgo na terapéutica intrauterina da doenca, apds 0 sucesso
das primeiras transfusdes sanguineas fetais pela técnica intraperitoneal
descrita por Liley 8, em 1963, e pela técnica intravascular por Rodeck et al. °,
em 1981, a taxa de mortalidade perinatal caiu para 10% *°.

Além dos progressos na terapéutica, a introducao da profilaxia com a
imunoglobulina anti-D em 1968 contribuiu de maneira significativa para o
notavel declinio na incidéncia da doenga ''. A administracdo sistematica da
profilaxia no periodo pés-natal e a extensao de sua utilizacdo para o periodo
antenatal promove reducédo do risco de aloimunizagdo durante a gestacgao
para até 0,2% 12 Contudo, apesar de todos os avancos, a DHPN ainda é
uma realidade em todo o mundo.

Estima-se que 1 em cada 1.000 nascidos vivos nos Estados Unidos
da América apresentem sinais de acometimento pela DHPN, segundo o
Centers for Disease Control (CDC) . Na Inglaterra e Pais de Gales, ao

redor de 500 fetos desenvolvem a doencga a cada ano, desconsiderando os
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Obitos fetais com idade gestacional inferior a 24 semanas, que sao avaliados
como abortamento espontaneo e ndo sdo incluidos nesta estatistica ™.

Acredita-se que essa incidéncia seja consideravelmente maior em
paises com baixa adesdo a programas de profilaxia com a imunoglobulina
anti-D. Zipursky e Paul '® estimaram a incidéncia da DHPN em trés paises
(india, Paquistéo e Nigéria) onde esta politica de saide ndo é implementada
universalmente, sob a justificativa da baixa prevaléncia de gestantes Rhesus
(Rh) negativo nestas populagbées. Considerando uma taxa de 14% de
desenvolvimento de anticorpos anti-D em mulheres Rh negativo que n&o séo
submetidas a imunoprofilaxia e uma taxa de morbimortalidade de 50% de
fetos e neonatos pela doenga aloimune, os autores concluem que
aproximadamente 90.000 recém-nascidos (RNs) por ano sejam acometidos
pela doenca, o que representa um grave problema de saude publica em
termos mundiais.

No Brasil, a prevaléncia da DHPN é de 0,08% das gestacdes '°, de
acordo com dados do Ministério da Saude. Entretanto, estima-se que este
percentual seja subestimado devido a subnotificagdo dos casos,
principalmente quando os recém-nascidos acometidos por anemia leve nao
necessitam de propedéutica mais complexa no periodo neonatal ou quando
outros diagndsticos sdo mais valorizados no preenchimento da autorizagao
de internagao hospitalar (AIH), como, por exemplo, a prematuridade s

Nardozza et al. '®

avaliam a mortalidade perinatal pela DHPN, no
periodo de 1995 a 2004, em um hospital brasileiro de referéncia para a

doenca, com a realizagdo de estudo retrospectivo compreendendo 291
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gestantes Rh negativo, sendo 99 pacientes aloimunizadas e 192 pacientes
no grupo controle. Os autores encontram uma taxa de mortalidade
significativamente maior no grupo acometido pela DHPN em relacdo ao
grupo nao acometido (12,1% versus 1,0%, p<0,0001). Essa taxa é superior

1921 portanto,

as encontradas em estudos europeus e norte-americanos
apesar da diminui¢ao da incidéncia e da prevaléncia da doenga aloimune no
pais, a queda da mortalidade pela doenca ainda € considerada lenta quando
comparada a de outros paises.

O atual seguimento pré-natal de gestantes Rh negativo, além de
garantir a adequada profilaxia em gestacdes susceptiveis, tem como foco a
utilizacdo de métodos nao invasivos, tanto para rastreamento das gestacoes
sob o risco de sensibilizagdo ao antigeno D quanto para predicao de anemia
nos casos das gestantes ja sensibilizadas.

A gestante Rh negativo cujo parceiro € heterozigoto para o fator Rh
ou nao tem tipagem sanguinea conhecida € paciente de eleicdo a utilizagcao
de teste nao invasivo para a detecgdo do Rh fetal no soro materno. Este
teste utiliza o conceito da presenga de DNA fetal livre no soro de gestantes

oriundo do citotrofoblasto placentario

, com o objetivo de detectar a
presenca de exons do gene RHD na circulagdo de uma gestante Rh
negativo, na qual normalmente nao se observa a presencga desses produtos.
Os exons presentes na circulagdo materna sao entdo amplificados pelo
método de polymerase chain reaction (PCR) em tempo real e quantificados.

Com a determinacdo do Rh fetal pode-se realizar a triagem entre as

gestantes Rh negativo suscetiveis e aquelas que nao correm o risco de
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aloimunizagao pelo antigeno D, por portarem feto sabidamente Rh negativo.
Estudo compreendendo 893 gestantes Rh negativo apresenta acuracia de
99,5% para a genotipagem do RHD fetal no soro materno, comprovando a
seguranca deste método %,

Outro método diagndstico n&o invasivo é a quantificacao de
anticorpos antieritrocitarios no sangue materno, amplamente utilizado para o
acompanhamento de gestantes sensibilizadas. A importancia desta
quantificacéo e o debate a respeito de um nivel critico a partir do qual o risco
de anemia fetal moderada ou grave é consideravelmente maior sdo temas
frequentes desde o estabelecimento da etiopatogenia da doencga, na
primeira metade do século XX.

O nivel critico de anticorpos anti-D varia de acordo com diferentes

estudos 4%

, a depender do método de quantificacdo de anticorpos e da
populacdo estudada. Para pacientes sensibilizadas sem antecedente de
acometimento pela DHPN em gestacbes anteriores, a maioria dos

2 21,32

laboratorios adota titulos criticos de anti-D entre 8 e 3 , com a titulacao

realizada por técnicas manuais de aglutinagao, e entre 6 a 15Ul/ml, com a
quantificacéo realizada por técnicas de analise automatica continua 3" *.

O rastreamento de anemia fetal em todas gestantes sensibilizadas
por antigenos eritrocitarios baseia-se na avaliagao dopplervelocimétrica do
pico sistdlico de velocidade da artéria cerebral média (ACM) **, método de
escolha para a predicdo da anemia moderada ou grave em fetos nao

hidrépicos. Em decorréncia disto, o acompanhamento pré-natal destas

gestantes vem sendo gradualmente transferido aos especialistas em
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medicina fetal. Com objetivo de aprimorar a selecdo dos casos que devem
ser encaminhados a servigos de referéncia pelo risco aumentado de anemia
fetal, a discussado a respeito de um nivel critico de anticorpos anti-D esta
sendo retomada.

A quantificacdo dos anticorpos anti-D no manejo de condutas das
gestagdes com histéria obstétrica de DHPN e a determinagao da correlagao
entre um nivel critico de anticorpos e determinado desfecho perinatal de
gravidade nesta populacdo ndo sao bem estabelecidos na literatura e ainda
suscitam questionamentos.

O antecedente obstétrico de aloimunizagcdo é fator isolado que
confere gravidade a gestacdo indice. Dado o seu amplo espectro de
apresentagoes, faz-se necessaria a classificagdo da gravidade da DHPN
para uma adequada estratificagdo de risco. Iskaros et al. * propdem a
seguinte classificagao:

e Doenga leve: recém-nascido a termo necessitando apenas de
fototerapia;

e Doenga moderada: recém-nascido a termo submetido a exsanguineo
transfusdo neonatal,

e Doenga grave: o6bito fetal (OF), transfusdo intrauterina (TIU) ou
recém-nascido pré-termo submetido a exsanguineo transfusao
neonatal.

O histérico de TIU, 6bito fetal ou neonatal, hidropisia ou necessidade

de exsanguineo transfusdo aumenta progressivamente as chances de



Introducéao 8

acometimento fetal e de sua ocorréncia em idades gestacionais mais
precoces a cada gestacdo subsequente °.

Neste sentido, Moise e Argoti *

, em revisdo sistematica sobre a
doenga, preconizam que na presenca de antecedente de DHPN a
quantificacdo do anticorpo anti-D ndo é bom preditor de anemia fetal,
devendo o0 seguimento destas gestagcbes ser realizado com a
dopplervelocimetria da artéria cerebral média a partir de 18 semanas de
gestacao.

Em contrapartida, outros autores 2% 3 38 39

apresentam ponderacgdes
que sustentam a utilizacdo da quantificagcdo de anticorpos como método
adjuvante ao Doppler da ACM no acompanhamento pré-natal destas
gestacdes. Contudo, ha poucos estudos sistematicos que aprofundem a
busca de uma correlacdo entre os diferentes niveis de anticorpos e os
desfechos de gravidade nesta populagao especifica de gestantes.

Diante deste cenario, a discusséo a respeito da relevancia dos titulos
de anticorpos no acompanhamento de gestantes aloimunizadas com
antecedente obstétrico de DHPN resgata importantes pontos de indefinigao
na literatura. Sendo assim, o presente estudo objetiva examinar essa
questdo na populagdo de gestantes aloimunizadas com antecedente
moderado ou grave atendidas na Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP),

centro de referéncia para acompanhamento e tratamento desta condicao.
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O presente estudo tem como objetivo avaliar a correlagdo entre os
titulos de anticorpos anti-D de gestantes com antecedente moderado ou
grave de doenca hemolitica perinatal e os desfechos gestacionais adversos,
definidos como a necessidade de transfusdo intrauterina ou a ocorréncia de

6bito fetal.



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 HISTORICO

A primeira descrigcao referente a DHPN foi realizada por uma obstetriz
francesa em 1609 '°. O relato descreve o nascimento de gémeos, em que
um encontrava-se natimorto e hidropico, e o outro, aparentemente saudavel,
evoluiu no periodo neonatal com ictericia intensa, indo a ébito dias apds por
Kernicterus.

Séculos apds esta descricdo, em 1932, Diamond “° descreve pela
primeira vez a correlacado entre hidropisia fetal, ictericia e anemia neonatais,
sugerindo que uma mesma entidade patolégica, com provavel etiologia
familiar, interligaria estas trés condigdes. Esta entidade seria caracterizada
pela hemdlise, presenca de eritroblastos na circulagdo periférica e
recrutamento de sitios hematopoiéticos extramedulares.

Em 1939, Levine e Stetson apud Wirthner ' descrevem um caso de
ictericia neonatal em que se detectou a presenca de determinados
anticorpos aglutinantes nos eritrocitos do recém-nascido e de seu pai, porém
nao no sangue materno. Tal constatagéo levou os autores a levantarem a
hipétese de que antigenos fetais herdados do pai poderiam desencadear o
processo de aloimunizacdo apds contato com a circulagdo materna,
estimulando a formacao de anticorpos antieritrocitarios pela mae.

No ano seguinte, Landsteiner e Wiener ** demonstraram o paralelo

entre a producdo de anticorpos contra o antigeno de superficie das
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hemacias de macacos Rhesus e os eritrocitos humanos, caracterizando as
tipagens sanguineas Rh positivo e negativo. Gracas a esta descoberta,
Levine et al. ** demonstraram uma relagéo causal entre a produgdo materna
de anticorpos relacionados ao sistema Rh e a DHPN, apds a observacao da
presenca de uma mesma aglutinina atipica no sangue de 12 gestantes Rh
negativo com mau passado obstétrico e cujos maridos eram Rh positivo: o
anticorpo denominado anti-D.

Entretanto, o mecanismo pelo qual as hemacias fetais Rh positivo
sensibilizariam as gestantes Rh negativo ainda nao estava bem
estabelecido. Em 1954, Chown 2 demonstrou a ocorréncia da passagem de
hemacias fetais apresentando o componente paterno Rh positivo para a
circulagdo materna por meio de sangramentos placentarios e constatou que
a presencga dos eritrécitos fetais no sangue materno estimulam o sistema
imune a produzir anticorpos anti-D capazes de atravessar a barreira
placentaria e promover a hemoélise no feto. Desta maneira, concluiu-se a

descoberta do ciclo de etiopatogenia da DHPN.

3.2 ANTECEDENTE OBSTETRICO

A histéria obstétrica de aloimunizagdo em gestagbes anteriores
mostrou-se relevante desde os primeiros estudos a respeito do assunto,
inclusive para a definicdo da etiopatogenia da doenca.

Dado o amplo espectro de apresentacdes da DHPN, variando desde

uma anemia leve, manifesta no neonato por ictericia leve, até uma anemia
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grave, levando a hidropisia e o6bito intrauterino, faz-se necessaria uma

classificagdo do grau de acometimento pela doenca. Considerando isto,

gestacbes acometidas pela doencga aloimune podem ser classificadas de
acordo com o antecedente obstétrico da gestante conforme a sua gravidade
em *:

e Doenga leve: recém-nascido a termo necessitando apenas de
fototerapia;

e Doenga moderada: recém-nascido a termo submetido a exsanguineo
transfusdo neonatal;

e Doenga grave: 6bito intrauterino, transfus&o intrauterina ou recém-
nascido pré-termo submetido a exsanguineo transfusdo neonatal.
Esta classificagdo traz beneficios principalmente ao auxiliar na

determinacdao da frequéncia das avaliagbes ultrassonograficas e

dopplervelocimétricas no inicio destas gestacgdes.

Um dos primeiros estudos a demonstrar a importancia do antecedente
obstétrico de aloimunizac&o foi realizado por Jacobs, em 1959 “*. Um total
de 135 gestacdes acometidas pela DHPN foi dividido em 4 grupos, de
acordo com o antecedente obstétrico materno:

e Grupo 1: gestantes ndo sensibilizadas ou com filhos em gestagdes
anteriores nao afetados clinicamente, apenas com a presenca de
teste de Coombs direto fracamente positivo;

e Grupo 2: gestantes com antecedente de aloimunizagdo leve a
moderado ou gestantes primigestas com histéria de transfusdo de

sangue Rh positivo;
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e Grupo 3: gestantes com antecedente obstétrico de &bito neonatal
secundario a aloimunizacéo;

e Grupo 4: gestantes que apresentavam antecedente obstétrico de um
ou mais obitos intrauterinos com fetos hidropicos.

O progndstico das gestagdes do grupo 1 foi considerado excelente,
com a maioria dos fetos ndo acometidos e uma sobrevida de 95% dos
acometidos pela DHPN. No grupo 2, todos os fetos Rh positivos foram
acometidos, com uma sobrevida de 68,7%. As gestagdes classificadas nos
grupos 3 e 4 apresentaram prognostico reservado, com a ocorréncia de obito
fetal ou neonatal de todos os casos em ambos grupos. O autor conclui,
portanto, que a historia obstétrica de aloimunizagao é relevante para a
predicdo da gravidade de acometimento fetal e/ou neonatal da gestacdo em
questao.

No momento histdérico do estudo previamente descrito, o antecedente
obstétrico e os titulos de anticorpos anti-D formavam isoladamente a base
para o seguimento pré-natal e indicacdo de resolugcdo das gestacdes
aloimunizadas. Com o advento da espectrofotometria do liquido amnidtico a
450 nm como forma de acesso indireto ao status da hemoglobina fetal *°, a
avaliacdo da historia obstétrica de aloimunizacdo passou a ter um papel
auxiliar na determinagéo de condutas intervencionistas ou resolutivas nestas
gestacgoes.

Nicolaides 3¢

, em 1994, compara o antecedente obstétrico de
aloimunizagdo, a concentragdo de hemoglobina fetal obtida por

cordocentese ou fetoscospia (avaliada de acordo com o déficit de DPs em
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relacdo ao valor médio de hemoglobina fetal para a IG) e a idade gestacional
em que foi realizado o procedimento em uma populacédo de 272 gestacoes

aloimunizadas, entre 17 e 36 semanas de gestagao (Tabela 1).

Tabela 1 - Relagao entre o antecedente de doenga hemolitica perinatal e a
concentragdo de hemoglobina fetal em 272 gestagdes
aloimunizadas submetidas a cordocentese ou fetoscopia

) Grupo IG procedimento dHb fetal
Antecedente obstétrico

(n) (semanas) (DP)

Ausente ou historia leve 95 27 -3,4
EXT ou OF

IG > 32 semanas 77 24 -3,8
EXT ou OF

44 23 -4,2

IG 28 — 32 semanas

EXT ou OF

56 21 -4,9

IG < 28 semanas

Adaptado de Nicolaides

NOTA: dHb, déficit de hemoglobina fetal em relacdo a média para a idade
gestacional; DP, desvio padrdo; EXT, exsanguineo transfusdo; |G, idade
gestacional; OF, 6bito fetal.

A partir destes dados, o autor conclui que os fetos de gestacbes
aloimunizadas sem antecedente obstétrico de DHPN ou com histéria leve
apresentam menor déficit de hemoglobina em relagdo a média para a idade
gestacional do que aqueles cujas maes apresentam histéria prévia de
aloimunizagdo moderada ou grave. Além disso, a pesquisa direta de anemia
fetal por métodos diagndsticos invasivos € considerada mais tardiamente

nestes fetos.
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Mesmo com o subsequente progresso no desenvolvimento de
técnicas nao invasivas ainda mais sensiveis e especificas para o
acompanhamento das gestagbes aloimunizadas, como o estudo
dopplervelocimétrico da ACM 34, a analise do histérico de acometimento pela
doenca manteve seu papel bem estabelecido na predigdo de gravidade da
doenca. Deste modo, a gravidade da doenca e a idade gestacional em que
ela se manifestou em gestagdes anteriores tém importdncia para a
orientacao da investigagcao de anemia na gestagao atual.

Gestantes com histérico de TIU, ébito fetal ou neonatal, hidropisia ou
necessidade de exsanguineo transfusdo neonatal apresentam chances
progressivamente maiores de acometimento fetal e de sua ocorréncia em
idades gestacionais mais precoces a cada gestacdo subsequente afetada *’.
A sensibilizagao pela ocorréncia de natimorto ou feto hidrépico em gestacao
anterior atribui ao feto da gestagdo atual 90% de chance de desenvolver
hidropisia e evoluir para 6bito na auséncia de intervencdes terapéuticas °.
Ja a auséncia de antecedente obstétrico de DHPN confere baixo risco de
acometimento fetal, com a chance de OF de 6% caso n&o receba
tratamento *°.

O acompanhamento ultrassonografico com avaliagéo do pico sistélico
de velocidade da ACM deve ser iniciado dez semanas antes da idade
gestacional de ocorréncia do 6bito intrauterino, do parto de recém-nascido
gravemente acometido ou da primeira TIU na gestagdo previamente
acometida *. Nao ha necessidade de iniciar esta vigilancia antes de 17-18

semanas de gestacdo, dado que o desenvolvimento de hidropisia fetal ou o
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OF néao ocorrem antes desta idade gestacional, presumivelmente porque o
sistema reticulo endotelial ainda € muito imaturo para desencadear o
processo de hemdlise imunomediada nesta fase *’.

O antecedente obstétrico de aloimunizagdo, portanto, continua
apresentando papel relevante no acompanhamento de gestagdes
aloimunizadas, tendo um carater resolutivo no passado e assumindo carater

preditor de gravidade nos dias atuais.

3.3 TITULOS DE ANTICORPOS ANTI-D

A titulagdo de anticorpos anti-D é utilizada na avaliagcdo das
gestagdes aloimunizadas desde a descoberta da etiopatogenia da DHPN.
Na era que antecedia o diagnodstico invasivo para a anemia fetal, este dado
era utilizado, em conjunto com o antecedente obstétrico, como um guia para
determinagao do momento mais adequado para a realizagdo do parto, a fim
de evitar principalmente o o&bito intrauterino e reduzir as complicagdes

neonatais.

3.3.1 Métodos de quantificacdo de anticorpos

A quantificacdo de anticorpos anti-D e a sua correlagdo com a

gravidade da DHPN podem ser avaliadas por diferentes métodos

laboratoriais. Dentre eles, os mais frequentemente empregados na pratica
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clinica sdo a titulagdo de anticorpo por técnicas manuais de aglutinagao, a

quantificacao por técnicas automatizadas e o gel teste.

3.3.1.1 Titulacdo de anticorpo por técnicas manuais de

aglutinacao

A titulacdo de anticorpos por técnicas manuais € o método mais
simples e mais comumente utilizado na rotina laboratorial para determinar a
concentracdo relativa dos anticorpos capazes de atravessar a placenta e
causar a DHPN. Método da reagéo de aglutinagdo por diluigdo em tubo ou
titulagdo manual pelo teste indireto de antiglobulina humana (ou Coombs
indireto) s&o diferentes denominagdes para o mesmo método de
quantificacdo de anticorpos anti-D. Nesta técnica, o soro da gestante é
diluido seriadamente e testado contra eritrécitos apropriados para que seja
determinada a mais alta diluicdo na qual ocorre a reagdo. O método deve
incluir a fase de antiglobulina direta usando reagente Anti-IgG. O resultado é
expresso como o inverso do ponto final da titulagdo. A titulagdo deve ser
realizada exatamente da mesma forma, cada vez que o soro da gestante for
testado. Os eritrécitos utilizados para cada titulagdo devem ser do mesmo
genotipo (de preferéncia do mesmo doador), com aproximadamente o
mesmo tempo de estocagem e na mesma concentragdo. A primeira amostra
de soro da gestante deve ser congelada e testada paralelamente com
amostras subsequentes. Apenas uma diferenga superior a duas dilui¢gdes
devera ser considerada como mudanca significativa no titulo *¢. Este método

€ amplamente utilizado no seguimento das gesta¢des aloimunizadas por
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instituicdes de saude do nosso pais devido a simplicidade de sua técnica e
pela sua correlacdo clinica com o risco de anemia fetal demonstrado na
literatura 2> 2% 3237,

Contudo, o método apresenta criticas que se fundamentam
principalmente na apreensao quanto a inexatidao, a subjetividade inerente

ao titulo obtido e ao valor clinico limitado de resultados, quando

correlacionados com a gravidade da DHPN, segundo alguns autores *°.

3.3.1.2 Quantificag&o por técnicas automatizadas

A quantificagdo de niveis de anti-D por técnica de analise automatica
continua € pratica corrente na Europa e Reino Unido para a monitorizagao
de gestagbes aloimunizadas, e a quantidade de anticorpo circulante é
relatada em Unidade Internacional por mililitro (Ul/ml), segundo o Padr&o
Internacional. A técnica, que utiliza hemacias tratadas enzimaticamente pelo
método metilcelulose-bromelina, mudou muito pouco desde a sua primeira

descricdo *°

, com suas sucessivas geragdes continuando a ser utilizadas
devido a capacidade de processamento de um grande numero de amostras
e de determinagdo dos niveis de anticorpos com maior precisdo do que a

| °1, Entretanto, relata-se como desvantagens do método a

titulacdo manua
complexidade do equipamento, a necessidade de equipe especializada para

o preparo dos reagentes utilizados e o alto custo.
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3.3.1.3 Gel teste

O gel teste, também conhecido por teste de microcoluna em gel, € um
método de titulagdo de anti-D amplamente utilizado por bancos de sangue
na Europa e América Latina desde 1991 para a tipagem ABO/Rh, teste de
Coombs direto, pesquisa de anticorpos irregulares e fenotipagem de
eritrécitos °2. A sua popularidade cresceu devido & facilidade técnica, a baixa
variabilidade no resultado do titulo obtido, a versatilidade da metodologia e,
principalmente, a alta sensibilidade na deteccdo de anticorpos
antieritrocitarios quando comparado a técnica convencional de titulagcdo em
tubo 3. No entanto, a sua utilizagdo para monitoramento dos titulos de anti-
D nas gestantes aloimunizadas ainda ndo se mostrou viavel devido aos
insucessos na definicdo de um titulo critico por essa técnica e na
demonstrac&o de sua correlacéo clinica com a DHPN %4,

Sendo assim, a atual aplicabilidade clinica do gel teste na DHPN
limita-se a identificagdo dos anticorpos antieritrocitarios, dado sua alta

sensibilidade, com a titulagdo de anticorpos anti-D ainda sendo realizada

pelo método da reagdo de aglutinagao por diluigdo em tubo convencional.

3.3.2 Titulos criticos de anticorpos anti-D

O conceito de “titulo critico” de anticorpo surgiu na década de 1960,
com o advento da espectrofotometria do liquido amnidtico a 450 nm “°,
momento em que a titulagdo de anticorpos passou a ser utilizada também

com o objetivo de selecionar as pacientes que deveriam ser submetidas a
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este procedimento invasivo, dados os riscos inerentes ao procedimento. O
“titulo critico” de anticorpos foi definido entdo como o valor de titulagao a
partir do qual se justifica o encaminhamento para monitoramento da
gestacdo em centro de medicina fetal de referéncia devido ao aumento do
risco de anemia fetal moderada ou grave 3" %,

Em um primeiro momento, a busca por um valor de titulo critico
baseava-se na correlacdo entre os titulos de anticorpos e a presenca dos
desfechos que conferem gravidade as gestacbes acometidas pela doenca
aloimune.

Em 1965, Freda *, em avaliagdo de populacdo de 771 gestantes
aloimunizadas, constata que nao houve perda gestacional ou obito neonatal
na primeira semana de vida nos casos de pacientes cujos titulos de anti-D
eram < 16, configurando um valor limite a partir do qual estes desfechos
provavelmente ocorreriam. Este levantamento nao discriminou as gestantes
quanto a presencga ou auséncia de antecedente obstétrico de aloimunizagéo.

Neste mesmo ano, Bowman e Pollock 25 avaliaram a correlagcao entre
os titulos de anticorpos anti-D e a gravidade dos casos de gestagdes
aloimunizadas. Dentre 220 gestantes em que a sensibilizagdo ocorreu na
gestacao estudada, um grupo com 186 pacientes apresentou titulos de anti-
D menores ou iguais a 8 e em um segundo grupo com 34 pacientes 0s
titulos foram maiores que 8. No primeiro grupo, nenhuma gestagao foi
classificada como acometida por doenga grave, tendo sido tratadas
facilmente ou n&o necessitando qualquer tratamento. No grupo em que os

titulos de anti-D foram superiores a 8, 22 gestacbes foram classificadas
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como doenga moderada ou que nao necessitaram tratamento enquanto que
12 gestagcbes apresentaram doenca grave, com a sobrevivéncia do feto
devido a indugéo prematura do parto ou com a ocorréncia do ébito fetal.

Ainda neste mesmo estudo, foram avaliadas 115 gestantes que ja
haviam sido sensibilizadas em gestagao anterior, porém sem necessidade
de tratamento fetal ou neonatal. Estas gestacbes foram divididas em 3
subgrupos, de acordo com os titulos de anti-D: menores ou iguais a 8; entre
16 e 32; e maiores ou iguais a 64. Do total de 81 gestacbes do primeiro
grupo (anti-D < 8), 73 (90%) RNs nao necessitaram de tratamento, 8 (10%)
foram tratados facilmente e ndo ocorreu nenhum o&bito. Dos 25 casos do
segundo grupo (anti-D entre 16 e 32), em 5 (20%) os RNs nao necessitaram
de tratamento, em 17 (68%) os RNs foram tratados faciimente e em 3 (12%)
ocorreu o6bito fetal ou neonatal. Dentre as 9 gestagdes do terceiro grupo
(anti-D = 64), em 5 (55%) os recém-nascidos foram tratados facilmente e em
4 (45%) houve o6bito fetal ou neonatal. Desta forma, os autores concluem
que também nas gestacbes previamente sensibilizadas, porém sem
antecedente obstétrico de DHPN, o risco de doencga grave ocorre com titulos
de anti-D maiores ou iguais a 8.

%6 correlacionam os titulos de

Em 1971, Jorgensen e Rebbe
anticorpos anti-D no sangue materno e no liquido amniético com a
necessidade de transfusdo intrauterina ou parto prematuro terapéutico.
Foram coletadas amostras de sangue e liquido amnidtico de 50 pacientes

num periodo de até 15 dias precedendo o parto e a titulagdo de anticorpos

nestas amostras foi comparada com o nivel de hemoglobina no sangue do
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cordao umbilical. Estes autores concluem que pacientes com titulagao de
anti-D acima de 256 apresentam indicacdo de amniocentese para
quantificacdo dos niveis de anti-D e bilirrubina no liquido amnidtico e, a
depender da faixa de risco para anemia em que o feto se encontrar, de TIU
ou indugao do parto.

Bowell et al. %

, em 1982, apresentam estudo envolvendo 260
gestantes aloimunizadas com objetivo de correlacionar a concentragao
maxima de anticorpos anti-D no soro materno (expressa em Ul/ml, segundo
o Padrao Internacional) e os desfechos de gravidade da DHPN, definidos
como valor de hemoglobina de corddao menor que 10 g/dl e 14 g/dl, valores
de bilirrubina de corddo acima de 4,7 mg/100ml e necessidade de
exsanguineo transfusdo neonatal. Os autores concluem que a chance de o
feto ou neonato ser gravemente acometido pela DHPN tem relacdo com a
concentracdo de anti-D sérico e que ha um aumento significativo desta
chance quando a concentracdo maxima de anticorpos for superior a 4 Ul/ml.
O estudo afirma ainda que concentragdes ascendentes de anti-D estédo
associadas a um aumento do risco da gravidade de acometimento da
gestagado, além do que um aumento superior a 50% na concentragao de
anticorpos indica que provavelmente o feto em questao é Rh positivo.

Em 1992, Nicolaides e Rodeck ?® investigam a associacdo entre a
concentragao de anticorpos anti-D maternos e o grau de anemia fetal. Foram
avaliadas 273 gestagdes aloimunizadas entre a 17% e a 38 semanas de
gestacdo. O grau de anemia foi definido pelo déficit de hemoglobina fetal em

5

relacdo a curva de referéncia *°, com as amostras de sangue obtidas por
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cordocentese ou fetoscopia. Em 42 gestacdes, a concentragao materna de
anticorpos era menor ou igual a 15 Ul/ml e os fetos apresentavam no
maximo anemia de grau moderado (déficit de hemoglobina < 3,0g/l). Em 19
gestagdes deste grupo houve aumento da concentragdo de anticorpos em
coletas subsequentes. Destas, 8 gestagcbes mantiveram-se com anti-D
menor ou igual a 15 Ul/ml e continuaram apresentando fetos normais ou no
maximo com anemia moderada. Ja das 11 gestacbes com aumento de anti-
D acima de 15Ul/ml, 6 fetos previamente higidos tornaram-se anémicos,
demonstrando que a ascensao da concentracdo de anti-D & tdo importante
quanto o seu valor absoluto.

Dentre os 231 casos de gestantes cujas concentragdes de anticorpos
foram maiores que 15 Ul/ml, todos apresentaram fetos com anemia
moderada ou grave, sendo que em 56 casos estes se encontravam
hidropicos e/ou com anemia grave. O estudo determina, portanto, um nivel
critico de anticorpos anti-D de 15 Ul/ml para a populacédo estudada, abaixo
do qual as intervengdes invasivas antenatais nao estao indicadas.

Em 1994, Nicolaides et al. *® apresentam novo estudo envolvendo
208 gestantes aloimunizadas, entre 17 e 36 semanas de gestacdo. Amostras
de sangue fetal obtidas por fetoscopia ou cordocentese foram comparadas
as respectivas concentragdes maternas de anticorpos anti-D. A hemoglobina
fetal foi avaliada de acordo com o déficit de hemoglobina em relagao a curva
de referéncia para a idade gestacional, em desvios padrdo. Com base nos
dados obtidos, os autores concluem que gestantes com concentragdes de

anti-D < 5Ul/ml apresentam 97% de chance de apresentar feto higido,
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enquanto que aquelas com anti-D = 30UI/ml apresentam ao menos 59% de
chance de apresentar feto com anemia e que ao menos 36% destes fetos
manifestam a forma mais grave da doenca.

Moise et al. %°

, em 1995, apresentam estudo que compara trés
diferentes métodos sorolégicos maternos de quantificagcdo de anticorpos
anti-D e a capacidade de predicao de anemia fetal para cada uma dessas
técnicas. Neste ensaio clinico, 47 amostras de sangue de gestantes
aloimunizadas foram comparadas com amostras de sangue fetal obtidas no
momento da cordocentese ou da transfusdo intrauterina. A titulagdo de
anticorpos anti-D no sangue materno das gestantes com fetos anémicos foi
significativamente maior do que a titulagdo das gestantes com fetos nao
anémicos ou que nao apresentavam em suas hemacias o antigeno para o
qual a mae era sensibilizada (p<0,001). A curva ROC deste estudo
determinou que para titulos = 16 a sensibilidade seria de 100% e
especificidade de 18%, enquanto que para titulos = 128 a sensibilidade
manteria-se em 100% com um aumento da especificidade para 64%. O
estudo propde, portanto, que o titulo critico de 128 apresenta maior
capacidade de predigao dos casos de anemia fetal grave com necessidade
de tratamento intrauterino.

Em 1997, Gottvall e Hildén *°, em estudo retrospectivo, comparam a
espectrofotometria do liquido amnidtico a 450 nm, a titulacdo e a
concentracdo de anticorpos anti-D maternos como métodos de predi¢cao de

anemia e/ou hiperbilirrubinemia neonatal em uma populagao de 93 gestantes

aloimunizadas, com exclusdo daquelas submetidas a TIU. Os autores
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concluem que casos com titulos maternos de anti-D < 32 durante a gestagao
nao apresentardo anemia ou hiperbilirrubinemia no periodo neonatal,
enquanto que aqueles que apresentam titulos = 1000 certamente
manifestardo estes quadros. A espectrofotometria do liquido amniético a 450
nm nao acrescentaria dados relevantes para estas faixas de titulos, podendo
ser dispensada nestes casos, sem perda de informacgdes adicionais.

Entretanto, para gestagdes com titulos de anticorpos entre 64 e 512, a
titulagdo de anticorpos isolada ndo se mostrou suficiente para a
determinagcao da ocorréncia dos desfechos analisados, sendo necessario
meétodo propedéutico adicional para selegdo dos casos sob risco. Esperava-
se que, de acordo com resultados de estudos anteriores, a
espectrofotometria do liquido amnidtico a 450 nm fosse relevante nestes
casos. Contudo, o método nao se mostrou eficaz para a predicao da anemia
e/ou hiperbilirrubinemia neonatal mesmo para esta populagéo. A técnica que
melhor auxiliou na distingdo dos grupos de risco foi a determinacéo da
concentracdo de anticorpos anti-D por métodos automatizados, que
aumentaram a sensibilidade dessa avaliacdo. O estudo, portanto, determina
titulo de anti-D < 32 como valor critico de seguranga para auséncia de
anemia e/ou hiperbilirrubinemia neonatal e anti-D = 1000 como titulo critico
para aumento do risco de ocorréncia destes desfechos.

Dada a divergéncia entre os niveis criticos de anticorpos e as
metodologias utilizadas nos diferentes estudos, o conhecimento da técnica
de quantificacdo de anticorpos padronizada em determinada instituicdo e

seu respectivo nivel critico é fundamental ? °°. Variagdo nos resultados
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entre diferentes laboratérios ndo é de ocorréncia incomum em razao das
diversas técnicas utilizadas no mercado. Os niveis criticos de anticorpos
também variam entre as instituicbes de acordo com a correlagado clinica
entre os titulos de anticorpos e os desfechos de gravidade da DHPN.

Para pacientes sensibilizadas sem antecedente obstétrico de DHPN,
a maioria dos laboratorios adota titulos criticos de anti-D entre 8 e 32, com a
titulagao realizada por técnicas manuais de aglutinacao (21, 32, 53), e entre
6 a 15Ul/ml *" 3 com a quantificacdo realizada por técnicas de analise
automatica continua. A titulacdo ndo deve variar em mais de uma diluicdo
para quantificagdo realizada em um mesmo laboratério, ou seja, se em
diferentes coletas de uma mesma paciente os titulos forem de 8 e 16, isso
nao deve representar um verdadeiro aumento de anti-D na circulagao
materna 2".

A introducao da avaliagao da dopplervelocimetria da ACM na predicao
de anemia fetal moderada ou grave mudou os paradigmas do
monitoramento nao invasivo das gestacgdes aloimunizadas.
Consequentemente, houve uma mudanca em relagéo ao papel da avaliagao
dos titulos de anti-D no manejo pré-natal destas pacientes. Atualmente, a
titulacdo de anticorpos € utilizada como um indicador da necessidade de
seguimento mais criterioso de gestagdes cujos titulos apresentam-se acima
dos valores criticos estabelecidos pelo servico que assistira a paciente.

Entretanto, o valor de titulo critico de anti-D ainda é tema de

discussado na literatura. Gooch et al. *® sugerem uma estratificagdo de risco
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para anemia fetal de acordo com a concentragdao de anticorpos no sangue
materno e, para cada nivel, a conduta mais adequada a ser aplicada:

e Niveis menores que 4 Ul/ml: DHPN pouco provavel; deve-se

continuar monitoramento com quantificacido a cada 4 semanas até
a 287 semana ou a cada 2 semanas apds esta idade gestacional;

e Niveis entre 4 e 15 Ul/ml: risco moderado para DHPN; deve-se

encaminhar a gestante para centro de referéncia;

e Niveis acima de 15 Ul/ml: risco de DHPN grave; deve-se

encaminhar a gestante para centro de referéncia.

Os autores sugerem, portanto, que o monitoramento em centros de
referéncia em medicina fetal seja realizado com niveis mais baixos do que
os propostos por Nicolaides ?. Essa conduta baseia-se na descricdo da
presenca de casos de anemia fetal grave em gestagcées com niveis de anti-D
abaixo de 15 Ul/ml 27, e tem como objetivo aumentar a sensibilidade da
triagem de gestagdes cujos fetos apresentam risco maior de anemia.

Recentemente, Walsh et al. *'

avaliam, em estudo retrospectivo
envolvendo 66 gestantes aloimunizadas submetidas a TIUs em um periodo
de 16 anos, o nivel critico de anticorpos anti-D para esta populagao baseado
no valor de hemoglobina fetal no momento da primeira TIU. Com o nivel
critico de anticorpos tradicionalmente utilizado (15 Ul/ml), 20% dos casos de
anemia moderada a grave nao seriam diagnosticados, enquanto que
adotando um nivel critico de 4 Ul/ml, a sensibilidade seria de 100%, porém

com taxa de falso positivo de 45%. O estudo encontrou como melhor nivel

critico de anti-D para esta populacdo um valor intermediario, de 6 Ul/ml, em
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que ha maior otimizagdo da triagem para centros de referéncia, com
manutengdo da sensibilidade em 100% e aumento da especificidade para
61%.

Nao ha, portanto, um consenso na literatura sobre o valor critico de
anticorpo capaz de predizer os casos de anemia fetal. A Tabela 2 resume os
estudos descritos anteriormente, demonstrando de maneira objetiva tal

diversidade.
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Tabela 2 - Revisdo de estudos sobre a determinagcdo de valor critico de
anticorpo anti-D para predicdo de anemia fetal em gestantes
aloimunizadas

NUmero de Método de Valor
Autor e Ano gestacdes guantificacéo critico Relacédo
estudadas (n) de anticorpos Anti-D
Freda 2 . ~ Auséncia de 6bito fetal
771 Tltulfugbag em <16 ou neonatal na primeira
1965 semana de vida
Bowman e 335 (220 ndo ) . Aumento do risco de
Pollock 2 sensibilizadas e Titulacdo em S e
o 115 tubo =28 doencga grave ou 6bito
1965 sensibilizadas) neonatal
Indicagao de
Jorgensezrg5 e Titulacio em amniocentese para
Rebbe 50 tugbo = 256 espectrofotometria do
1971 liquido amniético a 450
nm
Bowell et al. 2’ . Baixo risco para
260 Anal|§e <4 Ul/ml desenvolvimento de
1982 automatizada .
anemia fetal
Nicolaidegge Anslise Alto risco de anemia
Rodeck 237 automatizada 2 15 UI/ml fetal grave com
1992 necessidade de TIU
Nicolaigses Anlise Baixo risco para
etal. 208 . <5 Ul/ml desenvolvimento de
automatizada .
1994 anemia fetal
Moise et al. 2 . ~ Alto risco de anemia
47 Tltulfugsg em =128 grave com necessidade
1995 de TIU
<32 e 21000 - alto
Gottvall e risco de auséncia e
Hildén % 93 Titulagdo em <32e presenga de anemia ou
tubo = 1000 hiperbilirrubinemia
1997 neonatal,
respectivamente
Walsh . . .
etal ¥ 66 AnaI|§e > 6 Ul/ml Alto risco de anemia
2014 automatizada moderada ou grave

TIU, transfusdo intrauterina.
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3.4 TITULOS DE ANTICORPOS ANTI-D EM GESTANTES COM
ANTECEDENTE OBSTETRICO DE ALOIMUNIZACAO

A tematica da correlacdo entre os titulos de anticorpos anti-D e a
histéria obstétrica de gestacdo acometida pela aloimunizagdo Rh é assunto
recorrente desde os primordios dos estudos da DHPN.

Em 1962, Jacobs *® estudou esta correlagdo em uma coorte de 220
gestacbes aloimunizadas, cujos cursos n&o foram influenciados por
procedimentos invasivos ou partos prematuros terapéuticos. As gestantes
foram divididas em 3 grupos, de acordo com o antecedente de
aloimunizagdo. No grupo 1, encontrava-se 103 gestantes sem antecedente
de acometimento fetal ou neonatal pela doenca aloimune. A taxa de
sobrevida deste grupo foi de 91%, sendo que o0s sobreviventes
apresentaram titulos de anti-D menores ou iguais a 64 e eram acometidos
no maximo pela DHPN em grau leve. No grupo 2, encontrava-se 51
gestantes com histéria obstétrica de uma ou mais criangas afetadas pela
doenga em gestagbes anteriores e que sobreviveram. As gestagdes foram
subdivididas de acordo com a ascensdo dos titulos de anti-D. A sobrevida
neste grupo apresentou uma relacdo inversamente proporcional com a
ascensao dos titulos de anticorpos, sendo que a taxa média de sobrevida foi
de 70,6%. No grupo 3, foram avaliadas 66 gestantes com antecedente
obstétrico de um ou mais Obitos fetal ou neonatal em decorréncia da
aloimunizagdo. Neste grupo, a taxa de sobrevida foi de 13,5%. Devido a

baixa taxa de sobrevida deste grupo, o autor ndo considerou necessaria a
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realizacdo da correlagdo com os titulos, dado o progndstico reservado
destas gestagdes.

Baseando-se nestes dados, o autor conclui que o melhor método de
predicao de gravidade em gestag¢des aloimunizadas seria a correlagao entre
a histoéria obstétrica de DHPN e os titulos de anticorpos anti-D, sendo que o
comportamento dos titulos durante a gestagdo apresenta uma importancia
maior que o seu valor absoluto, independente do antecedente obstétrico de
doencga aloimune. Além disso, o autor ndo encontrou nenhum ébito quando
os titulos de anti-D permaneceram menores ou iguais a 8, tanto nas
gestantes em que a sensibilizagdo ocorreu pela primeira vez na gestacao
estudada quanto naquelas que apresentavam fetos acometidos em
gestagdes anteriores, determinando um valor de titulo critico para a
populacio estudada.

Bowman e Pollock ?°, em estudo compreendendo 426 gestacdes
aloimunizadas no periodo de 1954 a 1961, comparam a ocorréncia de
desfechos de gravidade da DHPN com as duas ferramentas propedéuticas
de seguimento destas gestacdes existentes na época: a histéria obstétrica
de aloimunizacdo e os titulos de anticorpos anti-D. Desta populacéo
estudada, 67 gestagdes evoluiram com obito fetal ou neonatal e 54
sobreviveram devido a indugdo do parto prematuro terapéutico. A analise
retrospectiva dos dados revela uma predi¢cao correta do grau da doencga, de
acordo com a titulagdo de anticorpos e o antecedente obstétrico, em 62%
dessas 121 gestagcdes com desfechos graves, porcentagem considerada

relativamente baixa pelos proprios autores.
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Bowell et al. 27, em 1982, além de determinarem um valor critico de
anti-D (4 Ul/ml) acima do qual ha aumento no risco de anemia fetal,
conforme previamente descrito, comparam as concentragdes de anticorpos
anti-D no soro materno com os valores de hemoglobina no corddo umbilical
de fetos Rh positivo de dois grupos: o de gestantes que apresentavam
acometimento pela DHPN em gestacao anterior e o daquelas sem histoéria
obstétrica prévia. Para uma mesma faixa de titulos, ndo houve diferencga
estatisticamente significativa entre as taxas de hemoglobina entre os dois
grupos no momento da cordocentese. Contudo, os desfechos de gravidade
para uma mesma faixa de titulos apresentou-se bastante variavel e o estudo
nao se mostrou capaz de afirmar se esta variagdo seria causada pela
presenga ou auséncia deste antecedente obstétrico de aloimunizagéao,
conforme enfatizado pelos autores. Esta diversidade de desfechos, de
acordo com o estudo, deve-se provavelmente a fatores como a taxa de
transferéncia de anticorpos pela placenta, o periodo de contato das
hemacias fetais com os anticorpos, o gendtipo fetal e a resposta do
metabolismo fetal a hemdlise.

Ainda em um momento prévio a consagracao da dopplervelocimetria
da ACM como um dos principais métodos para a predicao de anemia fetal,
Iskaros et al. *° desenvolvem um estudo prospectivo envolvendo 19
gestantes com o objetivo de avaliar técnicas nao invasivas de predi¢ao de
anemia fetal. Os métodos avaliados foram: a concentragao de titulos de
anticorpos anti-D; o antecedente obstétrico de DHPN (caracterizado como

nenhum, leve, moderado ou grave); os achados ultrassonograficos
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sugestivos de anemia fetal (tais como presencga de hidropisia, hepatomegalia
e/ou esplenomegalia); e a velocidade maxima (Vmax) da veia umbilical. Os
autores concluem que a utilizagdo dos métodos ultrassonografico e
dopplervelocimétrico da veia umbilical ndao podem ser utilizados
isoladamente na predicao de anemia fetal, dada a ocorréncia de um caso de
anemia grave com desenvolvimento de hidropisia fetal em que estes
parametros nao mostraram quaisquer indicios que sugerissem a evolugao do
quadro, enquanto que a avaliagao da historia obstétrica de aloimunizacao e
os titulos de anticorpos ascendentes indicavam um aumento na gravidade
do caso. O estudo, portanto, ndo apresenta inovagdes na propedéutica da
DHPN; contudo, reafirma a importancia da avaliagdo do comportamento dos
titulos de anti-D em gestacdes com antecedente obstétrico de gravidade.
Com o advento da avaliagao do pico de velocidade sistélica da ACM
para a predicdo de anemia fetal moderada ou grave, diversos estudos
procuraram comparar esta nova técnica ndo invasiva com os meétodos
propedéuticos estabelecidos até entdo. Um destes estudos, realizado por

Haugen et al. %°

, analisa gestantes sob risco de anemia fetal leve ou
moderada de acordo com o antecedente obstétrico de gravidade, com
exclusao daquelas com histéria obstétrica grave de aloimunizagdo. Em
relacédo a titulagado de anticorpos, 32 gestagbes foram avaliadas, sendo que
22 fetos nao evoluiram com anemia fetal e 10 fetos tornaram-se anémicos.
No grupo dos anémicos, destaca-se a presenca de gestantes com

antecedentes obstétrico leve ou moderado de aloimunizacgao, caracterizados

pela necessidade de fototerapia (leve) ou de exsanguineo transfusdao a
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termo (moderado). Observou-se que a titulagdo maxima de anti-D atingida
nao apresenta valor clinico para o seguimento destas gestagbes, mas a
ascensao de quatro ou mais titulos apresenta sensibilidade de 70% e
especificidade de 86% para predigdo de anemia fetal, muito semelhante aos
valores encontrados pelos autores com a avaliagado do pico sistélico da ACM
nesta populagcdo. Sendo assim, os autores concluem que os métodos nao
invasivos em conjunto melhoram a predicdo de anemia fetal, contudo, nao
encontram dados suficientes para que haja o abandono dos testes invasivos
na determinagao deste quadro patolégico fetal.

Lobato e Soncini *°

avaliam, em 2008, a relagcdo entre a historia
obstétrica de aloimunizagdo e a gravidade da DHPN em 82 gestagdes de
fetos com anemia moderada ou grave sem sinais de hidropisia. A idade
gestacional de realizagdo da primeira TIU foi definida como indicador de
gravidade da doencga. A populacédo estudada foi dividida em dois grupos: o
de gestantes sem antecedente obstétrico de doenga aloimune (23,2% das
gestantes) e o de gestantes com histéria obstétrica de obito fetal ou
neonatal, hidropisia, TIU ou exsanguineo transfusdo secundarios a
aloimunizagao (76,8% das gestantes). A idade gestacional da primeira TIU
apresentou diferenga significativa entre os dois grupos (p = 0,0001), com
mediana do primeiro grupo de 32,5 semanas e do segundo grupo de 27
semanas. Os autores demonstram ainda que, nas gestagdes com histéria
obstétrica de DHPN, a correlagao entre os titulos de anticorpos iniciais e a

idade gestacional da primeira TIU é muito proxima de apresentar

significancia estatistica (p = 0,068), com a mediana da titulagdo de chegada
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de 256. Esse dado se opde a visdo estabelecida por grande parte da
literatura de que diante da presenca de antecedente obstétrico de
aloimunizagao os titulos de anti-D nao sao bons preditores de anemia fetal

21,3237 conforme discutem os autores no estudo.
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4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de estudo do tipo coorte retrospectivo.

4.2 ETICA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do
Departamento de Obstetricia e Ginecologia e pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) em
06/02/2013 (numero do parecer: 193.991, Anexo 1).

A CAPPesq dispensou a aplicagao do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido por se tratar de estudo retrospectivo.

4.3 CASUISTICA

Foram selecionadas todas as gestantes com antecedente obstétrico
moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal pelo anticorpo anti-D
acompanhadas no Setor de Medicina Fetal da Clinica Obstétrica do

HCFMUSP, no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2014.
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4.3.1 Critérios de incluséo

Foram considerados critérios de inclusao:
I.  Gestante Rh negativo com histéria de doenga aloimune secundaria ao
anticorpo anti-D em gestacao anterior classificada em:

e Moderada: recém-nascido a termo submetido a exsanguineo
transfusdo neonatal,

e Grave: hidropisia fetal, o&bito intrauterino, necessidade de
transfusdo sanguinea intrauterina, parto prematuro terapéutico
ou recém-nascido pré-termo submetido a exsanguineo
transfusao;

IIl.  Gestacao unica e sem malformacao fetal associada;
[ll.  Idade gestacional menor que 32 semanas no primeiro atendimento;
IV. Auséncia de ascite, derrames cavitarios (pericardico ou pleural) ou
hidropisia fetal na primeira avaliagdo ultrassonografica;
V. Conhecimento do resultado pés-natal da gestacgao;
VI. Titulagdo de anticorpos realizada no Laboratério de

Imunohematologia do HCFMUSP pelo método de diluigdo em tubo.

4.4 PROTOCOLO ASSISTENCIAL (HCFMUSP)

Na Clinica Obstétrica do HCFMUSP, a tipagem sanguinea materna e

o teste de Coombs indireto ou a pesquisa de anticorpos irregulares (PAl) sdo

solicitados na primeira consulta de pré-natal para todas as gestantes.
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O acompanhamento pré-natal das gestantes Rh negativo depende do
estado de sensibilizacdo aos antigenos eritrocitarios de superficie, da
titulacdo de anticorpos e da tipagem sanguinea do parceiro em relagao ao
sistema Rh. Sendo o parceiro Rh negativo, nao havera risco de
aloimunizagao materna pelo antigeno D, ja que o feto seguramente sera Rh
negativo. Se o parceiro for Rh positivo, investigacdo adicional pode ser
realizada pela pesquisa de Rh fetal no sangue materno; contudo, esta
pratica ainda nao é oferecida de rotina pelo servigo.

Para todas gestantes Rh negativo ndo sensibilizadas realiza-se a
pesquisa de anticorpos irregulares mensalmente e a profilaxia com
imunoglobulina anti-D na dose de 300 ug na 28 semana de gestacdo e em
situagbes de risco para ocorréncia de hemorragia feto-materna. Nao
havendo sensibilizacdo durante a gestacdo, a profilaxia deve ser
administrada com a mesma dose em até 72 horas do parto no caso de o
recém-nascido ser Rh positivo.

No caso de gestante Rh negativo sensibilizada, classifica-se a histéria
obstétrica de aloimunizagdo em ausente, leve, moderada ou grave, de
acordo com a ocorréncia de eventos em gestagdes anteriores *°, e solicita-
se a pesquisa de anticorpos irregulares mensalmente para a titulagao dos
anticorpos.

Na auséncia de antecedente obstétrico de gravidade com titulos de
anti-D =2 16 ou na presenga de historia leve de DHPN, é indicado

acompanhamento ultrassonografico e dopplervelocimétrico da ACM a cada
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3-4 semanas até a 34® semana de gestacdo e semanalmente apos este
periodo, se nao houver alteragdes durante o seguimento.

Em gestagcdes com antecedente obstétrico moderado ou grave de
aloimunizagdo, 0 acompanhamento deve ser realizado em intervalos
menores, a cada 1-2 semanas, na auséncia de sinais ultrassonograficos ou
dopplervelocimétricos sugestivos de anemia fetal.

Na presenca de derrame cavitario, hidropisia e/ou valores do pico de
velocidade sistélica da ACM maiores do que 1,5 multiplos da mediana
(MoM), realiza-se cordocentese para determinacao do valor de hemoglobina
fetal com sangue preparado para transfusdo intrauterina. Ressalta-se,
contudo, a possibilidade de reavaliacdo dopplervelocimétrica em 2-3 dias
nos casos de gestantes sem antecedente de DHPN ou com historia leve que
apresentem pico sistolico da ACM entre 1,5 e 2,0 MoM isoladamente (na
auséncia de sinais ultrassonograficos sugestivos de anemia fetal), com o
objetivo de confirmar essa elevacao da velocidade maxima e reduzir a taxa
de falso positivo. As Figuras 1 e 2 mostram os fluxogramas do protocolo
atual de assisténcia a gestante aloimunizada no HCFMUSP, de acordo com

0 seu antecedente obstétrico.
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Hist6ria prévia DHPN —
Achados
ultrassonograficos

Vméax ACM

Conduta

Figural- Fluxograma de seguimento de gestagdes com antecedente
obstétrico leve de aloimunizacdo ou sem historia prévia de
doencga hemolitica perinatal e titulos de anti-D = 16 - HCFMUSP.
DHPN, doenca hemolitica perinatal; MF, movimentacao fetal,
MoM, multiplos da mediana; TIU, transfusdo intrauterina; USG,
ultrassonografia; Vmax ACM, velocidade maxima da artéria
cerebral média
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e Moderada
Histdria prévia DHPN ou grave

Achados
ultrassonograficos Ausente Presente

Vmax ACM < 1,5 MoM > 1,5 MoM
Cordocentess Cordocentese
c elfigsgﬁgrﬁrs com sangue com sangue
onduta h ME preparado para preparado para
ou antes se | TIU TIU

Figura 2 - Fluxograma de seguimento de gestagbes com antecedente
moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal - HCFMUSP.
DHPN, doenca hemolitica perinatal; MF, movimentacao fetal,
MoM, multiplos da mediana; TIU, transfusao intrauterina; USG,
ultrassonografia; Vmax ACM, velocidade maxima da artéria
cerebral média

4.5 COLETA DE DADOS

A identificagdo dos casos e a coleta dos dados referentes a gestacao
foram realizadas utilizando-se do banco de dados do sistema informatizado
de laudos do Setor de Medicina Fetal da Clinica Obstétrica do HCFMUSP.

As informacdes do parto e do recém-nascido (RN) foram obtidas do
sistema informatizado de Enfermaria da Clinica Obstétrica e de prontuario
eletrénico do RN (Sigma) do HCFMUSP. Contato telefénico foi utilizado para

obtencao destes dados quando o parto ocorreu em outra instituigao.
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Os resultados de exames laboratoriais de identificagcao e titulagao de
anticorpos foram coletados do banco de dados da Fundacao Pré-Sangue e
do sistema informatizado HCMED do HCFMUSP.

Todos os dados foram armazenados e, posteriormente, analisados

em planilha eletronica (Microsoft® Excel ©).

4.6 VARIAVEIS

4.6.1 Demograficas maternas

e |dade (em anos);
e Cor: branca ou nao branca (neste grupo inclui-se pacientes
classificadas como negras, pardas ou amarelas);

e Paridade.

4.6.2 Antecedente obstétrico

As gestantes foram classificadas quanto ao antecedente obstétrico de
DHPN *° em:
e Doenga moderada: recém-nascido a termo submetido a exsanguineo
transfusao neonatal,
e Doenga grave: hidropisia fetal, o&bito intrauterino, transfusao
sanguinea intrauterina, parto prematuro terapéutico ou recém-nascido

pré-termo submetido a exsanguineo transfusao.
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4.6.3 Desfecho de interesse

Foram considerados como de interesse ao estudo o0s seguintes
desfechos gestacionais adversos secundarios a doenca hemolitica perinatal:
¢ Necessidade de transfusdo sanguinea intrauterina;

e Ocorréncia de 6bito fetal.

4.6.4 Pesquisa de anticorpos irregulares

O tipo e a titulagdo de anticorpos irregulares foram pesquisados no
momento do primeiro atendimento no servico e mensalmente no decorrer da
gestacédo, de acordo com o algoritmo da instituicdo. Para a quantificagcao dos
anticorpos em titulos foi utilizado o método de diluigdo em tubo (em meio
salino), realizado pelo Laboratério de Imunohematologia, conforme a técnica
descrita por Coombs et al. *’.

Os titulos de anticorpos anti-D foram estratificados de acordo com
niveis em:

e Titulos baixos: anti-D < 16;
e Titulos moderados: anti-D entre 16 e 64;
e Titulos altos: anti-D = 128.

Para cada gestacao estudada, foram avaliados os seguintes aspectos

em relagao aos titulos de anticorpos anti-D:

e Titulo inicial;
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e Comportamento dos titulos de anti-D quantificados durante toda
gestacdo ou até a ocorréncia de um dos desfechos gestacionais
adversos (TIU ou OF), de acordo com as tendéncias de estabilizacao,
ascensdo ou declinio em relacdo a primeira titulacdo. Séao
considerados:

o Estaveis: titulagbes com variacédo de 1 titulo para mais ou para
menos;
0 Ascendentes: aumento da titulagdo em 2 ou mais titulos;
0 Descendentes: declinio da titulagdo em 2 ou mais titulos.
Nao foi possivel a realizagdo desta classificacdo nas gestagbes com
apenas uma titulagcdo mensurada.

e Ascensao maxima da titulagcdo de anti-D das gestagdes em que os

titulos foram classificados como “ascendentes”;

e Associagao ou nao com outros tipos de anticorpos antieritrocitarios.

4.6.5 Achados ultrassonogréaficos de anemia fetal

Foi avaliada a presenca de achados ultrassonograficos
correspondentes a anemia fetal no momento da admissao na instituicao e ao
longo da gestagao. Considerou-se como sinais ultrassonograficos sugestivos
de anemia fetal:

e Ascite: evidenciada como liquido livre na cavidade abdominal fetal,
podendo variar desde um grau discreto, caracterizado pela presenga

de liquido livre entre as algas do intestino delgado na regido pélvica
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proxima a bexiga, a graus moderado e grave, facilmente identificaveis
pela presengca de liquido ascitico circundando todos os 6rgaos
abdominais;

e Derrame pericardico: caracterizado por regido anecoica na cavidade
pericardica com espessura maior ou igual a 2 mm, medida durante a
diastole ventricular;

e Derrame pleural: caracterizado pela presenca de liquido no espaco
pleural do feto;

e Edema de subcutaneo: definido como espessura de subcuténeo
toracico acima de 5 mm ou da prega nucal acima de 6 mm;

e Hidropisia: definida pela presenca de derrames em 2 ou mais

cavidades.

4.6.6 Transfusao intrauterina

Foram avaliados a necessidade de transfusdo intrauterina e o numero
de procedimentos realizados.
Referente a primeira TIU, foram coletados:
¢ |dade gestacional (em semanas);
e Pico de velocidade sistolica da ACM (em cm/s) e o correspondente
MoM segundo a curva de Mari et al. 3;
e Nivel de hemoglobina fetal obtido por cordocentese imediatamente

antes da TIU (em g/dL) e a respectiva conversdo para multiplo de
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desvio padrao de acordo com a idade gestacional, cujo calculo &

realizado pela seguinte formula:

Hb DP = (Hb medida — Hb média para a idade gestacional) / DP

DP =0,93907
Hb média = [8,15544 + (0,15578 x I1G)]

IG= idade gestacional

4.6.7 Obito fetal

Foram coletados os seguintes dados referentes as gestagcbes que

evoluiram com a ocorréncia do 6bito intrauterino:

Idade gestacional na admissdo, na primeira e na ultima transfusao
intrauterina e do diagndstico do 6bito (em semanas);

Titulos iniciais de anticorpos anti-D;

Comportamento dos titulos coletados até a ocorréncia do 6bito;
Associagao ou ndo com outros anticorpos antieritrocitarios;

Numero de transfusdes intrauterinas realizadas e valor de
hemoglobina de amostra de sangue fetal obtida no primeiro

procedimento (em g/dL).

4.6.8 Parto e recém-nascido

Os dados de parto e do recém-nascido coletados foram:

Idade gestacional em que ocorreu o parto (em semanas);
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Via de parto: cesarea ou vaginal;

Condicao de nascimento: obito intrauterino/natimorto; nativivo;

Peso ao nascimento (em gramas);

Sexo: feminino ou masculino;

Tipagem sanguinea (em relagao ao sistema Rh): positivo, negativo ou
ignorado. As tipagens sanguineas dos recém-nascidos de gestagdes
que nao foram submetidas a TIUs foram obtidas de seus respectivos
prontuarios eletrénicos. Nos casos em que ocorreu a realizagao deste
procedimento, este dado foi obtido da amostra de sangue fetal
coletada imediatamente antes da primeira transfusdao ou por contato
telefénico, sendo solicitado o resultado da tipagem sanguinea
proveniente de exame realizado apés o periodo neonatal, a fim de
nao haver erro de interpretagcdo com a tipagem sanguinea da bolsa
transfundida (O negativo). Contato telefénico também foi utilizado
para obtencdo destes dados quando o parto ocorreu em outra

instituicao.

4.6.9 Evolucéo do recém-nascido no bergario

Foi avaliado na evolugao do recém-nascido no bergario:

Necessidade de fototerapia e sua duragéo (em dias);

Necessidade de exsanguineo transfusdo e o0 numero de
procedimentos;

Condigao de alta hospitalar (vivo ou ébito neonatal);

Tempo de internagao hospitalar (em dias).
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4.6.10 Anélise estatistica

A andlise descritiva das variaveis quantitativas foi feita pela
observagado de valores minimos e maximos, bem como dos calculos de
média e desvio-padrao. Para as variaveis categodricas, foram descritas as
frequéncias absoluta e relativa.

As comparacgdes entre grupos foram realizadas pelos testes Chi-
quadrado e/ou exato de Fisher, conforme apropriado.

A predicdo da necessidade de transfusdo intrauterina ou de
ocorréncia de o6bito fetal de acordo com os titulos de anticorpos maternos
iniciais foi examinada pela curva ROC e foram calculados os valores de
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo
(VPN), acuracia e razdes de verossimilhanca positiva (RVP) e negativa
(RVN) para diferentes niveis criticos de anticorpos. Os testes foram
realizados com nivel de significancia de 5%.

O programa estatistico utilizado para os calculos foi o StatsDirect®

(versao 2.5.3, Reino Unido).

4.6.11 Tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi baseado nas seguintes premissas:
o Gestagdes aloimunizadas, com historico de doenga moderada ou
grave, necessitam de transfusao intrauterina em 60% das ocasides *°;

e Poder do teste de 80%;
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¢ Nivel de significancia de 5%.

Para demonstrar que determinado nivel critico de anticorpos
maternos implique em aumento significativo da frequéncia de transfusdes
intrauterinas para 90%, o tamanho amostral necessario € de 25 casos em
cada grupo.

Por outro lado, para demonstrar que determinado nivel critico de
anticorpos maternos implique em redugdo significativa da frequéncia de
transfusdes intrauterinas para 20%, o tamanho amostral necessario é de 17

casos em cada grupo.



5 RESULTADOS
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Durante o periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2014, foram
admitidas no setor de Medicina Fetal do HCFMUSP 89 gestantes com
antecedente obstétrico de aloimunizacdo pelo anticorpo anti-D classificado
como moderado ou grave. Deste total, 31 (34,8%) casos néo foram incluidos
na casuistica por:

e Presenca de ascite, derrame pericardico, edema de subcutaneo

ou hidropisia fetal na primeira avaliagdo ultrassonografica — 7
(7,9%) casos;

e Idade gestacional na admissdo maior que 32 semanas— 5 (5,6%)

casos;
¢ Na&o obtencio dos dados de parto e do recém-nascido, por falta de
informacgdes no prontuario ou insucesso do contato telefénico — 7
(7,9%) casos;

e Produto conceptual apresentando tipagem sanguinea conhecida
Rh negativo — 12 (13,4%) casos.

Dessa forma, a populagdo do estudo foi constituida por 58 (65,2%)

gestacdes que preencheram os critérios de inclusdo do estudo.
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5.1 DESCRICAO DAS VARIAVEIS MATERNAS

e |dade

Na populagcao estudada, a média da idade materna foi de 33,0 + 5,1

anos, com variagao entre 24 e 43 anos (Figura 3).
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Figura 3 - Histograma de distribuicdo da idade materna, por faixa etaria, de

e Cor

58 gestantes com antecedente moderado ou grave de doencga
hemolitica perinatal - HCFMUSP - 2006 a 2014. Valores entre
parénteses expressos em percentual

Com relagéo a cor, 38 (65,5%) gestantes foram classificadas como

brancas e 20 (34,5%) como n&o brancas.
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e Antecedente obstétrico
Em relagdo ao numero de gestagdes, a média foi 4,8 + 2,1 gestacdes,
com o minimo de 2 e maximo de 16 gestagdes, sendo: 2 (3,4%)
secundigestas, 12 (20,7%) tercigestas, 15 (25,9%) quartigestas e 29 (50%)
apresentavam 5 ou mais gestagoes.
Quanto ao antecedente obstétrico de aloimunizag&o, 18 casos (31%)

apresentavam historia moderada e 40 (69%) apresentavam historia grave.
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5.2 PRIMEIRO ATENDIMENTO

e |dade gestacional
A idade gestacional média no primeiro atendimento foi de 17,9 + 7,6
semanas (mediana de 15,3 semanas), com o minimo de 5,7 e maximo de
31,6 semanas (Figura 4). Do total de casos, 22 (37,9%) foram admitidos até

14 semanas, 35 (60,3%) até 20 semanas e 46 (79,3%) até 26 semanas.
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ldade gestacional (semanas)

Figura 4 - Histograma de distribuicdo das gestacbes com antecedente
moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal de acordo
com a idade gestacional na primeira avaliagdo no servigo -
HCFMUSP - 2006 a 2014. Valores entre parénteses expressos
em percentual
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e Anticorpos antieritrocitarios

Os titulos de anti-D iniciais foram classificados em: baixos em 10

(17,2%) casos, moderados em 22 (38,0%) casos e altos em 26 (44,8%)

casos. A mediana dos titulos iniciais foi de 64. A Figura 5 apresenta a

distribuicdo das gestagdes conforme os titulos de anticorpos anti-D na

primeira avaliagdo no servigo.
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Figura 5 - Histograma de distribuicdo das gestagcdes com antecedente

moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal de acordo
com os titulos de anticorpos anti-D iniciais - HCFMUSP - 2006 a
2014. Valores entre parénteses expressos em percentual
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O anti-D esteve presente como anticorpo isolado em 23 (39,7%)
casos e em combinagdo com outros anticorpos antieritrocitarios em 35
(60,3%) casos. Dentre os anticorpos associados, o anti-C foi o mais

frequente, em 54,3% (19/35) das associagbes (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo dos tipos de associagcbes de anticorpos de acordo
com a sua frequéncia na populacdo de gestantes com
antecedente moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal
— HCFMUSP - 2006 a 2014

FREQUENCIA PROPORCAO

TIPO DE ASSOCIACAO DE ANTICORPOS n) (%)

D+C 19 54,3
D+E 2 5,8
D+K 1 2,8
D+M 1 2,8
D + Autocrio Indeterminada 1 2,8
D+C+E 1 2,8
D+ C + Dia 2 5,8
D+C+Lea 2 5,8
D+C+Jka 3 8,6
D+C+G 1 2,8
D + C + Alo IgG Indeterminada 1 2,8

D + C + Dia + Auto IgG Indeterminada 1 2,8
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5.3 SEGUIMENTO PRE-NATAL

5.3.1 Achados ultrassonogréficos

Do total da populagao estudada, 7 (12,1%, 7/58) gestag¢des evoluiram
com a presenga de um ou mais achados ultrassonograficos sugestivos de
anemia fetal no decorrer da gestacado (derrame pericardico, edema de
subcutaneo, ascite ou hidropisia). Em 1 (14,3%, 1/7) caso nao houve
necessidade de transfusao intrauterina; contudo, esta gestagao evoluiu para
parto prematuro terapéutico com 35 semanas de idade gestacional.

Dentre estas gestacdes, em 3 (42,9%, 3/7) casos a primeira titulagao
de anticorpo avaliada foi classificada como moderada e em 4 (57,1%, 4/7)
casos, alta. Nenhuma gestacdo que evoluiu com a presenga de sinais
ultrassonograficos sugestivos de anemia fetal apresentou titulos de

anticorpos anti-D iniciais baixos.
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5.3.2 Transfusdes intrauterinas

Um total de 97 transfusbes intrauterinas foram realizadas em 28
(48,3%, 28/58) gestagcbes no periodo do estudo. O numero de
procedimentos realizados por gestacdo foi, em média, de 3,5 * 2,1
transfusdes, com o maximo de 8 transfusoes realizadas durante uma mesma
gestacdo. A Tabela 4 apresenta a distribuicdo da frequéncia de gestantes
aloimunizadas submetidas a TIU de acordo com o numero de procedimentos

realizados.

Tabela 4 - Distribuicdo de 28 gestagdes com antecedente moderado ou
grave de doenga hemolitica perinatal de acordo com o numero
de transfusdes intrauterinas realizadas — HCFMUSP — 2006 a

2014

TRANSFUSOES GESTANTES FREQUENCIA

INTRAUTERINAS (n) (%)

1 6 21,4

2 6 21,4

3 4 14,3

4 3 10,7

>5 9 32,2
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A média da idade gestacional de realizacdo da primeira TIU foi de
25,1 £+ 5,3 semanas, com minimo de 15,8 semanas e maximo de 34,0
semanas.

No momento da primeira TIU, o multiplo da mediana do pico de
velocidade sistélica da ACM apresentou média de 1,68 + 0,17 MoM. O nivel
médio de hemoglobina fetal obtido por cordocentese imediatamente antes do
primeiro procedimento foi de 6,3 + 2,9 g/dL (minimo de 2,5 g/dL e maximo de
12,7 g/dL), sendo que a respectiva conversao para multiplo de desvio padrao
de acordo com a idade gestacional apresentou média de -6,18 + 2,8 DP.

O titulo de anticorpo anti-D obtido previamente a primeira TIU foi
classificado como moderado em 8 (28,6%, 8/28) casos e alto em 20 (71,4%,
20/28) casos. Nenhuma gestagao apresentou titulagao classificada como

baixa nesta ocasiao.

5.3.3 Obito fetal

Obito fetal ocorreu em 7 (12,1%, 7/58) casos, com idade gestacional
média do diagndstico do obito de 24,9 + 4,3 semanas (minimo de 21
semanas e maximo de 33,7 semanas). A Tabela 5 apresenta a descrigao

dos casos que evoluiram com a ocorréncia de OF na populacao estudada.
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Tabela 5 - Descricdo dos casos de gestagcbes com antecedente obstétrico moderado ou grave de doenca hemolitica
perinatal que evoluiram com a ocorréncia de 6bito fetal - HCFMUSP - 2006 a 2014

PRIMEIRO ATENDIMENTO SEGUIMENTO DESFECHO
CASO G _ Titulos  Associacdo oo amente 1612 TIU TR e 1CUIMA G 6pito fetal
admissao .af“."[.’ com outros de titulos anti-D (semanas) 1 Tiu de TIUs Ty (semanas)
(semanas) Inicials anticorpos (g/dL) (semanas)
1 8,8 2048 Sim Declinio 19,2 3,2 7 24,4 244
2 27,1 512 Sim Titulo Unico 27,2 9,4 3 33,4 33,7
3 14,8 1024 Sim Estavel 21,0 2,5 1 21,0 21,0
4 12,2 128 Nao Estavel 25,4 2,8 1 254 26,2
5 12,2 64 Sim Estavel NR NR NR NR 21,0
6 12,2 128 Sim Ascenséao 23,4 3,3 1 23,4 23,8
7 7,0 1024 Sim Estavel 23,5 4,7 1 22,5 24,2

Hb fetal, hemoglobina fetal; IG, idade gestacional; NR, ndo realizou transfusao intrauterina; TIU, transfusao intrauterina.
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5.3.4 Tipagem sanguinea do produto conceptual desconhecida

Nao foi possivel confirmar a tipagem sanguinea do produto
conceptual em 7 (12,1%, 7/58) casos. Em 6 (85,7%, 6/7) casos foram
realizadas transfusdes intrauterinas durante a gestagao e em 1 (14,3%, 1/7)
caso este procedimento nido foi executado, impossibilitando a obtengao
deste dado, uma vez que esta gestacdo evoluiu com a ocorréncia do 6bito
fetal (diagnosticado com a idade gestacional de 21 semanas).

Dentre as 6 gestagdes que foram submetidas a TlIUs e das quais nao
foi colhida a tipagem sanguinea do feto, o nivel médio de hemoglobina fetal
obtido por cordocentese imediatamente antes do primeiro procedimento foi
de 4,7 + 2,8 g/dL e a respectiva conversao para multiplo de desvio padrao de
acordo com a idade gestacional apresentou média de -7,47 + 2,6 DP. Em 4
(66,6%, 4/6) casos ocorreu o Obito intrauterino; em 1 (16,7%, 1/6) caso a
determinagao da tipagem sanguinea foi prejudicada devido a realizagao de
TIU proximo ao parto, sem coleta de novo exame apos a alta hospitalar; e
em 1 (16,7%, 1/6) caso, cujo parto ocorreu em outro servigo, a mae nao

soube informar tal dado.
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54 O PARTO E O RECEM-NASCIDO

A idade gestacional média do parto dos 51 nascidos vivos foi de 35,9
+ 2,2 semanas, com mediana de 36,0 semanas, sendo que 19 (37,2%,
19/51) fetos nasceram a termo e 32 (62,8%, 32/51) foram prematuros. A
meédia da idade gestacional dos 22 nascidos vivos submetidos a TIU durante
a gestacao foi de 34,3 £ 2,1 semanas enquanto que a média dos 29 nao
submetidos a este procedimento foi de 37,1 £ 1,4 semanas (p<0,001). A
Figura 6 apresenta a distribuicdo da idade gestacional de parto dos nascidos

vivos da populagao estudada de acordo com a realizagao de TIU durante a

gestacao.
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Figura 6 - Histograma de distribuicdo da idade gestacional de parto dos 51
nascidos vivos de gestacbes com antecedente moderado ou
grave de doenga hemolitica perinatal de acordo com a
necessidade de transfusao intrauterina (TIU) - HCFMUSP - 2006
a 2014. Valores entre parénteses expressos em percentual
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A via de parto mais frequente foi a cesarea em 44 (86,3%, 44/51)
casos, enquanto que o parto vaginal ocorreu em 7 (13,7%, 7/51) casos.

O peso médio ao nascimento dos 51 nascidos vivos foi de 2660,3 +
508,09, variando entre 1000g e 3460g. Dentre os 22 nascidos vivos que
foram submetidos a TIU, a média de peso foi de 2457,5 + 524,0g enquanto
que entre os 29 recém-nascidos que nao foram submetidos a este
procedimento a média de peso foi de 2814,2 + 444,99 (p=0,014).

A distribuicdo por faixas de peso dos 51 nascidos vivos de acordo

com a realizagao de TIU durante a gestacao esta representada na Figura 7.
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Figura 7 - Histograma de distribuicdo de peso ao nascimento dos 51
nascidos vivos de gestagbes com antecedente moderado ou
grave de doengca hemolitica perinatal de acordo com a
necessidade de transfusao intrauterina (TIU) - HCFMUSP - 2006
a 2014. Valores entre parénteses expressos em percentual

Quanto ao género, 24 (47,1%, 24/51) nascidos vivos eram do sexo

feminino e 27 (52,9%, 27/51) do sexo masculino.
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5.5 EVOLUCAO DO RECEM-NASCIDO NO BERCARIO

Durante o periodo de internagdo no bercario, 48 (94,1%, 48/51)
recém-nascidos foram submetidos a fototerapia, com uma média de 7,4 +
4,8 dias de duragéo. Trinta e quatro (66,7%, 34/51) RNs foram submetidos a
exsanguineo transfusdao, com uma média de 1,5 + 0,76 procedimentos
realizados. Nao houve diferenca significativa entre as gestacbes que
realizaram TIU e aquelas que nao foram submetidas a este procedimento
em relagdo a necessidade de exsanguineo transfusdo neonatal (p=0,23). A
Figura 8 apresenta a frequéncia de exsanguineo transfusdo por recém-

nascido de acordo com a necessidade de TIU durante a gestacao.
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Figura 8 - Histograma de distribuicdo da frequéncia de exsanguineo
transfusbes em 51 nascidos vivos de gestagdes com
antecedente moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal
de acordo a necessidade de transfusdo intrauterina (TIU) -
HCFMUSP - 2006 a 2014. Valores entre parénteses expressos
em percentual
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Nao houve 6bitos no periodo neonatal. O periodo de internagdo no

bercario variou de 2 a 74 dias, com a média de 15,7 £ 16,3 dias.

5.6 RELACAO ENTRE TITULOS DE ANTICORPOS MATERNOS E
DESFECHOS GESTACIONAIS ADVERSOS

5.6.1 Titulos de anticorpos iniciais

As gestagdes estudadas foram estratificadas de acordo com o nivel
de titulacdo de anticorpo anti-D inicial em titulo baixo (<16), moderado (entre
16 e 64) ou alto (2128), e foi avaliada a ocorréncia ou ndo de desfechos
gestacionais adversos (TIU ou OF) nos diferentes niveis, conforme a
Tabela 6.

Houve diferenga estatisticamente significativa para ocorréncia dos
desfechos gestacionais adversos comparando os 3 niveis de titulos de
anticorpos maternos iniciais (p<0,001). Gestantes com titulos iniciais de anti-
D>128 apresentam aumento na chance da necessidade de TIU ou da
ocorréncia de OF em 3,33 vezes (RVP: 3,33; IC 95%: 1,68 - 7,23) em
comparagao aquelas que apresentam titulos iniciais baixos. N&o houve
aumento ou redugdo na chance de ocorréncia destes desfechos para casos
que apresentavam titulos iniciais moderados (RVP: 0,57, 1C95%: 0,28 -

1,12).
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Tabela 6 - Ocorréncia de desfecho gestacional adverso (necessidade de
transfusdo intrauterina ou obito fetal) de acordo com o titulo
materno inicial de anticorpo anti-D, em 58 gestantes com
antecedente moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal
— HCFMUSP - 2006 a 2014

DESFECHO ADVERSO
ANTICORPO n (%) RAZAO DE
ANTI-D n (%) VEROSSIMILHANCA
(Titulo) POSITIVA (IC95%)
Presente Ausente
Baixo
10 (17,2) 1(10) 9 (90) 0,11 (0,02 - 0,61)
(< 16)
Moderado
22 (38,0) 8 (36,4) 14 (63,6) 0,57 (0,28 - 1,12)
(16 — 64)
Alto
26 (44,8) 20 (76,9) 6 (23,1) 3,33 (1,68 - 7,23)
(2 128)
P<0,001

A Tabela 7 apresenta os valores de sensibilidade, especificidade,
preditivos positivo e negativo, acuracia, bem como razdes de
verossimilhanga positiva e negativa em diferentes niveis de titulos de
anticorpos anti-D iniciais para a predicdo dos desfechos gestacionais

adversos estudados.
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Tabela 7 - Predicao de desfecho gestacional adverso (necessidade de transfusao intrauterina ou oébito fetal) de acordo com
o titulo de anticorpo anti-D materno inicial, em 58 gestantes com antecedente moderado ou grave de doenca
hemolitica perinatal - HCFMUSP — 2006 a 2014

Valor Preditivo

Razao de Verossimilhanca

Anti-D Sensibilidade Especificidade % (n) Acuracia (1C95%)
(Titulo) % (n) % (n) % (n)
Positivo Negativo Positiva Negativa
> 16 96,6 31,0 58,3 90,0 64,0 1,40 0,11
(28/29) (9/29) (28/48) (9/10) (37/58) (1,12-1,91) (0,02 -0,61)
> 32 96,6 41,4 62,2 92,3 69,0 1,65 0,08
(28/29) (12/29) (28/45) (12/13) (40/58) (1,26 - 2,38) (0,01 -0,44)
> 64 79,3 55,2 63,9 72,7 67,0 1,77 0,38
(23/29) (16/29) (23/36) (16/22) (39/58) (1,17 - 2,87) (0,17 -0,78)
> 128 69,0 79,3 76,9 71,9 74,0 3,33 0,39
(20/29) (23/29) (20/26) (23/32) (43/58) (1,68 - 7,23) (0,21 - 0,66)
> 256 41,4 82,8 70,6 58,5 62,0 2,41 0,71
(12/29) (24/29) (12/17) (24/41) (36/58) (1,02 - 5,94) (0,48 - 0,99)

IC, intervalo de confianga.
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A curva ROC que demonstra a relagdo entre os titulos maternos de

anticorpos anti-D iniciais e a ocorréncia de desfechos gestacionais adversos

(TIU ou OF

revelou mel

) apresentou area sob a curva de 0,78 (1C95%: 0,66 — 0,90), e

hor ponto de corte em titulos anti-D = 128, com sensibilidade de

69% (1C95%: 0,49 — 0,85) e especificidade de 79% (1C95%: 0,60 — 0,92,

figura 9).
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Figura 9 -

Curva ROC para predicdo de necessidade de transfuséo
intrauterina ou O&bito fetal de acordo com os titulos maternos
iniciais de anticorpos anti-D em gestantes com antecedente
moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal. Area sob a
curva: 0,78 (IC95%: 0,66 — 0,90). Circulo vazio representa o
melhor ponto de corte (titulo: 128) — HCFMUSP — 2006 a 2014
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5.6.2 Comportamento dos titulos de anticorpos

Os titulos de anti-D quantificados foram classificados de acordo com a
tendéncia de comportamento. Esta classificacdo considerou as titulacdes
mensuradas durante toda gestagdo nos 29 (50,0%, 29/58) casos em que
nao ocorreu nenhum dos desfechos gestacionais adversos estudados. Nos
29 (50%, 29/58) casos em que tais desfechos ocorreram, esta classificagao
foi realizada com base nos titulos obtidos até o momento da primeira TIU
(96,6%, 28/29) ou da ocorréncia de obito fetal (3,4%, 1/29).

Todos os casos (15,5%, 9/58) em que somente uma titulagao foi
mensurada foram submetidos a TIU. Dentre estes, o titulo inicial foi
considerado moderado em 4 (44,4%, 4/9) casos e alto em 5 (55,6%, 5/9)
casos.

Nos 49 (85,5%, 49/58) casos em que foram coletadas duas ou mais
amostras para titulacdo de anticorpos, ndo houve diferenga significativa
entre os diferentes grupos de comportamento dos titulos de anticorpos anti-
D (estabilizagdo, ascensao ou declinio) quanto a ocorréncia de OF ou

necessidade de TIU (p=0,48, tabela 8).



Resultados 73

Tabela 8 - Ocorréncia de desfecho gestacional adverso (necessidade de
transfusdo intrauterina ou Obito fetal) de acordo com o
comportamento dos titulos maternos de anticorpo anti-D ao
longo da gestacéo, em 58 gestantes com antecedente moderado
ou grave de doenga hemolitica perinatal - HCFMUSP — 2006 a

2014
DESFECHO ADVERSO
COMPORTAMENTO TOTAL n (%)
DOS TITULOS n (%) P
Presente Ausente

Titulo Unico 9 (15,5) 9 (100) 0
2 2 titulos

Ascensao 14 (24,1) 5 (35,7) 9 (64,3)

0,48
Estabilizagao 30 (51,8) 14 (46,7) 16 (53,3)

Declinio 5 (8,6) 1 (20) 4 (80)
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Os 14 casos que apresentaram comportamento ascendente foram
subclassificados de acordo com o numero de diluicbes (Tabela 9). Nao
houve diferenca significativa para a ocorréncia de desfechos gestacionais

adversos entre os diferentes niveis de aumento dos titulos (p=0,23).

Tabela 9 - Ocorréncia de desfecho gestacional adverso (necessidade de
transfusao intrauterina ou 6bito fetal) de acordo com o aumento
dos titulos maternos de anticorpo anti-D ao longo da gestagéo,
em 14 gestantes com antecedente moderado ou grave de
doenca hemolitica perinatal - HCFMUSP - 2006 a 2014

DESFECHO ADVERSO
AUMENTO DOS TOTAL n (%)

TITULOS n (%)

Presente Ausente

2 titulos 7 (50,0) 4 (57,1) 3 (42,9)

3 titulos 2(14,3) 0 2 (100)

4 titulos 3(21,4) 0 3 (100)

> 5 titulos 2(14,3) 1(50,0) 1(50,0)

P=0,23
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Foi avaliado o comportamento dos titulos de anticorpos no grupo de
32 gestantes com titulos iniciais baixo ou moderado (anti-D<128) em relagao
a ocorréncia ou nado de desfechos gestacionais adversos. Em 4 (12,5%,
4/32) casos apenas uma titulacdo foi mensurada. Nao houve diferenca

significativa entre os diferentes comportamentos neste grupo (p=0,57, tabela

10).

Tabela 10 - Ocorréncia de desfecho gestacional adverso (necessidade de
transfusdo intrauterina ou O&bito fetal) de acordo com o
comportamento dos titulos maternos de anticorpo anti-D ao
longo da gestagdo, em 32 gestantes com antecedente
moderado ou grave de doenga hemolitica perinatal com titulos

iniciais anti-D < 128 - HCFMUSP — 2006 a 2014

DESFECHO ADVERSO
COMPORTAMENTO  TOTAL n (%)
DOS TITULOS n (%) P
Presente Ausente
Titulo unico 4 (12,5) 4 (100) 0
= 2 titulos
Ascensao 12 (37,5) 3 (25,0) 9 (75,0)
0,57
Estabilizagao 13 (40,6) 2 (15,4) 11 (84,6)
Declinio 3(9,4) 0 (0) 3 (100)
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5.6.3 Associagdo com anticorpos atipicos

A correlagao entre a presenca de associagao do anticorpo anti-D com
outros anticorpos antieritrocitarios e a ocorréncia de desfechos gestacionais
adversos ¢é avaliada na Tabela 11. Nao houve diferenca significativa entre as
gestagdes que apresentaram ou n&o associacdo de anticorpos em relagao a

necessidade de TIU ou ocorréncia de OF (p=0,18).

Tabela 11 - Correlagao entre associagao de anti-D com outros anticorpos
irregulares e a ocorréncia de desfechos gestacionais adversos
nas 58 gestagdes com antecedente moderado ou grave de
doenca hemolitica perinatal - HCFMUSP - 2006 a 2014

ASSOCIA(;AO COM DESFECHO ADVERSO
TOTAL n (%)
ANTICORPOS
. n (%)
ATIPICOS Presente Ausente
Sim 35 (60,4) 20 (34,5) 15 (25,9)
Nao 23 (39,6) 9 (15,5) 14 (24 1)

P=0,18
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A doenga hemolitica perinatal pelo anticorpo anti-D vem se tornando
condicdo de apresentacédo cada vez mais rara em nosso meio, dada a ampla
aderéncia ao programa de profilaxia com a imunoglobulina anti-D. Contudo,
atencado especial deve ser dada a essa patologia que, uma vez presente,
requer vigilancia rigorosa por especialistas da area de medicina fetal e cujo
tratamento durante a gestagao é invasivo, com relevantes riscos associados
ao procedimento, porém com alto indice de sucesso mesmo nas formas
graves da doencga.

A consagracao da avaliagdo do pico de velocidade sistdlica da ACM
para a predicao de anemia fetal moderada ou grave, desenvolvida por Mari
et al. ** em 2000, transformou o manejo da doenca ao introduzir um método
nao invasivo eficaz para o seguimento das gestantes aloimunizadas, com
sensibilidade de 100%, taxa de falso positivo de 12% e valores preditivos
positivo e negativo de 65% e 100%, respectivamente.

No caso de gestantes sem antecedente obstétrico de aloimunizacéo,
€ bem estabelecida a correlagdo entre a titulacdo de anticorpos e o grau de
anemia fetal. Neste sentido, o resgate da discussado sobre o nivel critico de
anti-D a partir do qual a gestante deve ser encaminhada a um centro de
referéncia tem como objetivo apurar a triagem das gestagdes com alto risco
de anemia e n3o negligenciar casos potencialmente graves *'.

Contudo, poucos estudos aprofundaram esta discussao na populagao

de pacientes com acometimento pela DHPN em gestagdes anteriores.
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Acerca desta lacuna na literatura, suscitou-se questionamentos quanto a
validade da quantificagdo dos anticorpos anti-D maternos no manejo pré-
natal destas gestantes. Considerando este aspecto, o presente estudo teve
como objetivo colaborar no aprimoramento da predicdo de anemia fetal nas
gestagdes consideradas de alto risco pelo histérico de DHPN e, como
consequéncia, contribuir com novos elementos para o preenchimento deste
hiato nos estudos sobre a doencga.

A classificagdo de gravidade da DHPN de acordo com o grau de
acometimento do concepto em gestacdes anteriores tem papel fundamental
na estratificacdo do risco de anemia e na determinacdo de condutas na
gestacdo atual. Em vista desta classificacdo, a selecdo de gestagdes com
antecedente moderado ou grave de aloimunizagdo como a populagdao do
estudo, com exclusdo daquelas com histérico leve, baseou-se na
confiabilidade de que o acometimento prévio fosse produto da DHPN. A
fototerapia em recém-nascido a termo, que caracteriza a doenga leve, é
também forma de tratamento para diversas outras condi¢gdes que acarretam
em hiperbilirrubinemia neonatal, tais como a sepse, aleitamento materno,
incompatibilidade ABO, entre outros *®. Sendo assim, com o propdsito de
distinguir os casos de fato acometidos pela doenga aloimune previamente,
optou-se pela avaliacao da correlagdo proposta pelo estudo exclusivamente
na populagao com histéria moderada ou grave.

Dado o fato de que a DHPN é caracterizada pelo acometimento

37

progressivo a cada gestacdo subsequente afetada e que a populacao

estudada ja apresentou ao menos uma gestagcdo acometida pela doenga em
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sua forma moderada ou grave, a alta média da idade materna (33,0 £ 5,0
anos), assim como a da paridade (4,8 + 2,0 gestagdes), sdo previstas nesta
amostra de pacientes.

Considerando ainda aspectos relativos ao primeiro atendimento no
servigo, a meédia da idade gestacional na admissao de 17,9 £ 7,6 semanas
(mediana de 15,3 semanas) reflete bom resultado do esfor¢co da rede de
assisténcia primaria para o encaminhamento precoce destas gestantes de
alto risco a centros de referéncia para a doenga. Além disso, muitos casos
com admissdo em idade gestacional bastante precoce sdo de pacientes
acompanhadas pela equipe de nossa Instituicdo em gestacdes anteriores,
que sao orientadas a procurar diretamente o servigo no caso de diagnostico
de nova gestacao.

E visto também de maneira otimista o fato de 60,3% (35/58) dos
casos serem admitidos até a 20% semana de gestagdo, uma vez que a
vigilancia do pico de velocidade sistélica da ACM inicia-se em torno de 16-18
semanas. Nesta fase da gestacdo, o sistema reticulo-endotelial fetal
completa seu amadurecimento, tornando-se capaz de dar inicio ao processo
de hemdlise imunomediada caracteristico da DHPN 7.

A fim de avaliarmos as variaveis relacionadas as TIUs, utilizamos o
estudo LOTUS *° como base comparativa de dados. O estudo LOTUS
(LOng-Term follow-up after intra-Uterine transfusionS) avalia 451 fetos
submetidos a 1284 TIUs, em um periodo de 10 anos, em centro de
referéncia para DHPN na Holanda. O objetivo deste estudo é determinar a

incidéncia e os fatores de risco associados ao comprometimento do
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desenvolvimento neurologico a longo prazo em criangas acometidas pela
doenca que necessitaram de TIUs.

No periodo do nosso estudo, 28 fetos de gestantes com histéria
moderada ou grave de DHPN foram submetidos a 97 TIUs. Nao houve
diferenca significativa entre dados da nossa casuistica e do estudo LOTUS
referentes a idade gestacional, em semanas, da realizacdo do primeiro
procedimento (25,1 £ 5,3 vs 26,0 + 4,2, p=0,291) e do valor absoluto de
hemoglobina, em g/dL, obtido nesta ocasido (6,3 + 2,0 vs 55 + 24,
p=0,099).

Houve, contudo, diferenga estatisticamente significativa entre o
numero de TIUs por feto, sendo este de 3,5 + 2,1 em nossa casuistica e de
3,0 £ 1,1 no LOTUS (p=0,039). Dado que o estudo holandés demonstra
haver relacdo entre o numero de procedimentos por feto e o
comprometimento do desenvolvimento neurolégico a longo prazo, faz-se
necessario ponderar a razao desta diferenga. A principal hipotese é de que o
intervalo entre as TIUs em nosso estudo tenha sido menor em comparagao
ao LOTUS, uma vez que a média da idade gestacional do parto em nosso
estudo é cerca de 2 semanas menor que a do estudo LOTUS (34,1 vs 36
semanas, respectivamente).

Nishie et al. ®°, em 2012, abordam esta questdo ao avaliar os fatores
envolvidos na predigdo da taxa de queda de hemoglobina fetal entre a
primeira e a segunda TIUs, na Clinica Obstétrica do HCFMUSP, no periodo
de janeiro de 2009 a dezembro de 2010. Os autores concluem que esta taxa

depende da concentragcdo de hemoglobina ao final da primeira TIU, do
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intervalo entre os dois procedimentos e do pico de velocidade sistdlica da
ACM obtido previamente a segunda TIU. A partir destes achados foi
desenvolvido um modelo matematico para predicdo do declinio de
hemoglobina nestes fetos, que vem sendo utilizado pelo servico desde
entdo. Como o periodo de avaliagdo do presente estudo (2006 a 2014)
contemplou consideravel numero de anos em que esta formula ainda nao
era utilizada, existe a possibilidade de que a média de procedimentos por
feto seja, de fato, menor apés 2012.

Nos dois anos que se seguiram ao estudo de Nishie et al.
analisados em nossa casuistica, apenas 2 gestantes com antecedente
moderado ou grave de aloimunizacdo foram submetidas a TIUs, sendo
necessaria a realizacdo de 1 e 2 procedimentos em cada gestacgao,
respectivamente. Este pequeno numero de casos reflete o fato de a doenca
aloimune estar se tornando cada vez mais rara, o que dificulta a estruturagao
de estudos prospectivos e com poder amostral, que nao sejam
colaborativos, nesta populagcdo de pacientes. Sendo assim, nova auditoria
contemplando um intervalo de tempo maior seria importante para a
avaliagdo do impacto da utilizacdo deste modelo matematico em nosso
servico.

O obito fetal ocorreu em 7 (12,1%, 7/58) casos, com média da idade
gestacional do diagndstico de 24,9 + 4,3 semanas. Seis casos (85,7%, 6/7)
foram submetidos a TIUs durante a gestacdo, sendo que em 2 (28,6%, 2/7)
deles o o6bito ocorreu imediatamente apds o procedimento. Dentre estas 6

gestagdes submetidas a TIUs, todas apresentaram titulacédo de anti-D inicial
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alta (128 - 2048) e estavam em associagdo com 1 ou mais anticorpos
hemoliticos (Anti-C, anti-Dia, anti-E, anti-Jka). A avaliacao seriada dos titulos
ao longo destas gestagdes ndao mostrou um padrdo de comportamento
unico, o que nao permitiu associar a ocorréncia deste desfecho a uma
determinada tendéncia.

Todos os casos de OF submetidos a TIU apresentaram niveis de
hemoglobina imediatamente antes do primeiro procedimento consistentes
com diagndstico de anemia moderada ou grave (-3,2 a -9,9 DP),
demonstrando que nenhum caso foi submetido ao procedimento invasivo
desnecessariamente.

E valido ainda pormenorizar os dados referentes ao Unico caso
(14,3%, 1/7) de ébito fetal que nio foi submetido a TIU. Trata-se da 16°
gestagcdo de uma paciente com histérico grave de DHPN e antecedente
obstétrico de 10 abortamentos. A admissao no servigo ocorreu em idade
gestacional precoce (12,2 semanas), com titulagdo de anticorpos anti-D
inicial moderada (anti-D: 64), que se manteve estavel na segunda (e ultima)
aferigao de titulos. Havia associagdo com outros anticorpos hemoliticos, em
titulos baixos (Anti-C <01 e Alo IgG indeterminada 1+). O ébito ocorreu com
21 semanas de gestacdo, sem a presenga de quaisquer sinais
ultrassonografico ou dopplervelocimétrico sugestivos de anemia fetal nas
avaliagcdes que antecederam o desfecho. Sendo assim, €& possivel
considerar que a etiologia do ébito pode estar associada a outras patologias
que levem ao 6bito fetal precoce, dados os achados prévios ao evento e o

antecedente obstétrico materno de abortamento de repeticdo. Contudo,
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mesmo sem um nexo de associagao evidente entre a perda fetal e a doenca
aloimune materna, optou-se pela inclusdo desta gestagdo no grupo de
desfechos gestacionais desfavoraveis, no desenho do presente estudo.

A analise dos resultados referentes a titulacdo de anticorpos
demonstrou haver diferenca estatistica significativa entre as diferentes faixas
de titulos de anticorpos iniciais (baixo, moderado e alto) em relacdo a
ocorréncia dos desfechos gestacionais avaliados (p<0,001). Evidenciou-se
que gestantes com antecedente obstétrico de DHPN com altos titulos de
anticorpos anti-D (= 128) em sua primeira avaliagdo apresentaram chance
3,33 vezes maior de serem submetidas a TIU ou de evoluir com a ocorréncia
do obito fetal em relagdo aquelas com titulos iniciais baixos. Nao houve
aumento ou reducado na chance de ocorréncia destes desfechos adversos
para as gestantes que apresentaram titulos de anticorpos anti-D iniciais
classificados como moderados.

Observou-se ainda que, dentro da faixa de titulacdo alta, o melhor
titulo critico de anticorpo inicial para a predicdo da necessidade de TIU ou de
OF, ou seja, de anemia fetal moderada ou grave, é a titulagdo de 128,
conforme demonstrado pela curva ROC (Figura 9), com area sob a curva de
0,78 (IC 95%: 0,66 — 0,90). Este titulo critico de anti-D apresenta
sensibilidade de 69,0% (20/29) e especificidade de 79,3% (23/29), com VPP
de 76,9% (20/26) e VPN de 71,9% (23/32). Os bons resultados de
especificidade e VPP para predicdao dos desfechos avaliados apresentam
relevancia para o seguimento pré-natal nesta populagcéo de alto risco, uma

vez que conferem a este nivel critico de anticorpos uma melhor capacidade
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de triagem dos casos com verdadeiro potencial de desenvolvimento da
doenca na gestacao atual.

A acuracia obtida para este nivel critico de anticorpos anti-D (74,0%;
43/58) é semelhante & encontrada por Bowman e Pollock %, em estudo
analisando a predicao de anemia fetal de acordo com o conjunto de histéria
obstétrica de aloimunizacéo e titulos de anticorpos anti-D, em que os autores
encontram uma acuracia de 62%.

Esta questdo também é discutida por Lobato e Soncini *°, em estudo
que avalia a relagdo entre o antecedente obstétrico de DHPN e o grau de
acometimento pela doenga na gestagao indice. Neste estudo, 82 gestacdes
submetidas a TIUs foram divididas em dois grupos, de acordo com a
ocorréncia ou nao de eventos associados a DHPN em gestag¢des anteriores.
A idade gestacional na primeira TIU foi utilizada como marcador de
gravidade da doenga. Em analise multivariada da associagao entre os titulos
maternos de anticorpos anti-D iniciais e a idade gestacional da primeira TIU
na populagcdo com antecedente de DHPN, foi obtido valor muito préximo de
apresentar significancia estatistica (p=0,068). Os autores discutem a
relevancia deste resultado, concluindo que os titulos maternos de anticorpos
devem ser considerados no manejo destas gestacdes até a realizagao da
primeira TIU.

Quanto ao comportamento dos titulos de anticorpos anti-D ao longo
da gestagao, o presente estudo avaliou que, tanto para o total da populagao
analisada (n=58) quanto para o grupo de gestantes com titulos anti-D < 128

(n=32), nao houve diferenga significativa entre as diferentes tendéncias de
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comportamento quanto a presenca destes desfechos (p=0,48 e p=0,57,
respectivamente). Além disso, a analise do subgrupo de gestagcbes com
titulos ascendentes (n=14) também n&o demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre o numero de titulagbes ascendentes em
relacdo a necessidade de TIU ou ao OF (p=0,23).

Pode-se creditar esses achados ao tamanho reduzido da amostra em
cada estrato de comportamento (ascensdo, n=14; estabilizacdo, n=30;
declinio, n=5), o que nao permite concluir de maneira definitiva quanto a
auséncia de diferenga estatistica destas correlagcbes. Contudo, esses

resultados corroboram a opinido de especialistas na doenga " *°

e
recomendacgado de diretrizes de importantes Instituicbes, como a American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) * e o British Committee
for Standards in Haematology Blood Transfusion Task Force *3, de que a
utilizacdo de avaliacdo seriada de titulos de anticorpos é inadequada para
vigilancia da anemia fetal na populagcédo de gestantes acometidas pela DHPN
em gestacgdes anteriores.

Paralelamente, faz-se necessario interpretar a ocorréncia dos
desfechos estudados em todas as gestantes com titulagdo unica coletada
(n=9). Esse achado se deve ao fato de que estes casos foram referenciados
ao servigco em estado mais avancado da doenca e, no momento do primeiro
atendimento, o pico de velocidade sistdlica da ACM foi indicativo de TIU.
Deste grupo, o titulo inicial de anti-D foi considerado moderado em 4 (44,4%,

4/9) casos e alto em 5 (55,6%, 5/9) casos. Devido ao alto risco de

hemorragia materno-fetal durante o procedimento e ao potencial estimulo a



Discussao 87

producdo de anticorpos maternos em decorréncia disto ©' 2

, a titulacao de
anticorpos € dispensada apés a realizagao da primeira TIU. Sendo assim,
apenas uma amostra de titulos foi coletada neste grupo de pacientes.

Outro aspecto relevante a ser discutido € a associagcédo de anti-D com
outros anticorpos de superficie antieritrocitario. No presente estudo, essa
associagao ocorreu em 35 (60,3%, 35/58) casos sendo que, dentre estes, a
combinagao mais frequente foi com o anti-C, em 54,3% (19/35). Markham et
al. ®®, em estudo retrospectivo envolvendo 1014 gestagdes aloimunizadas,
em um periodo de 13 anos, comparam a propensao de desenvolvimento de
DHPN significativa em gestantes com e sem associacdo de anticorpos.
Doenca significativa é definida pelo estudo como gestagdo em que ocorreu
Obito intrauterino, hidropsia fetal, necessidade de TIU, hemoglobina de
cordao < 10g/dL ao nascimento ou necessidade de transfusao sanguinea no
periodo neonatal.

Os autores constatam a presenga de um ou mais anticorpos em 132
(13,0%, 132/1014) casos sendo que, dentre estes, o0 anti-D esta presente em
54 casos. O anticorpo mais comumente encontrado em combinagdo com o
anti-D é o anti-C (33/54), assim como na presente casuistica. Além disso, o
estudo evidencia que 21,7% (30/138) das gestagdes com anti-D isolado
desenvolveram DHPN significativa enquanto que esta ocorreu em 50,0%
(27/54) das gestantes que o apresentavam em combinagdo com outros
anticorpos (OR, 3,65; 1C95%, 1,84 - 7,33; p=0,0002).

Este achado diverge dos resultados encontrados no presente estudo.

Para a populagdo estudada, nao houve diferenga significativa para
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ocorréncia de desfechos gestacionais adversos entre as gestagcdes que
apresentavam o anti-D como anticorpo unico e aquelas que o apresentavam
em combinagdo com outros anticorpos (p=0,18). Essa discrepancia
provavelmente ocorreu devido, primeiramente, ao tamanho relativamente
pequeno da amostra avaliada em nosso estudo quando comparada a de
1014 casos do estudo de Markham et al. *®. Além disso, a populagdo de
gestantes do presente estudo apresenta historia de DHPN pelo anti-D em
gestagdes anteriores, questdo ndao abordada pelo outro estudo. Finalmente,
a utilizacao de técnicas para descartar o anti-G como anticorpo que mimetiza
a combinacdo de anti-D com anti-C é sistematica no estudo norte-
americano, enquanto que esta pratica nao foi realizada rotineiramente em
nosso servigo. Isto pode ter superestimado o numero real de gestagdes que
apresentavam esta associacédo, quando verdadeiramente se tratava de anti-
G, cujo risco para o desenvolvimento de anemia fetal € consideravelmente
menor 2.

Considerando estas analises dos resultados, conclui-se que a
avaliagao isolada da titulagado inicial de anticorpos anti-D nao apresenta
capacidade de predicdo de anemia fetal tdo eficaz quanto a analise do pico
de velocidade sistdlica da ACM, devendo ser utilizada como ferramenta
adjuvante na triagem inicial de gestagdes com histéria moderada ou grave
de DHPN. Sendo assim, casos com antecedente de gravidade e titulos anti-
D de chegada = 128 podem ser monitorados com intervalo de tempo menor,
dado o aumento nas chances de desenvolvimento de anemia moderada ou

grave nestes fetos.
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O presente estudo apresenta certas limitagdes. Uma delas se baseia
na dificuldade da coleta de dados inerentes a um estudo retrospectivo em
que, por vezes, os elementos objetos da pesquisa ndo constam nas
informacdes registradas, especialmente nos casos seguidos ha mais tempo.
Atrelado a isto esta a dificuldade na obtencdo de dados de parto e do
periodo pds-natal daquelas gestantes que n&o tiveram o parto realizado em
nosso servigo. Em 7 (7,9%, 7/89) casos essas informacbes nao foram
coletadas devido ao insucesso do contato telefénico e, portanto, nao
puderam ser incluidos na analise.

Considerando ainda os aspectos técnicos, €& valido pontuar
particularidades relacionadas ao método de quantificagcdo de anticorpos
utilizado pelo estudo. A titulagdo de anticorpos por técnicas manuais de
aglutinacdo € procedimento operador-dependente e sua reprodutibilidade
pode assim apresentar variagoes, a depender da experiéncia e interpretagao
do operador ®. Apesar de a titulagcéo de anticorpos n&o ter sido realizada por
um unico operador em nossa casuistica, com objetivo de reduzir o impacto
de possiveis variacbes de leitura, o diagnodstico de mudanca de titulo foi
considerado quando havia aumento ou declinio de 2 ou mais diluicbes. A
quantificacdo de anti-D por técnica de analise automatica continua, por sua
vez, superaria esta questdo, conferindo maior reprodutibilidade aos
resultados. Contudo, este método ainda nao é disponivel em nossa
Instituicao.

Outro aspecto a ser considerado refere-se ao protocolo de

seguimento das gestantes aloimunizadas em nosso servigo. Até o presente
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momento, a pesquisa de Rh fetal no sangue materno nao é disponibilizada
de rotina. As gestantes sio esclarecidas quanto a existéncia do exame e aos
locais de realizagdo, caso haja interesse e disponibilidade financeira. Em
vista disso, o rigoroso acompanhamento necessario para casos de alto risco
de anemia fetal é realizado em gestantes sensibilizadas cujos fetos sdao Rh
negativo, o que seria dispensavel caso tal exame fosse oferecido de rotina.
Contudo, esse impeditivo vem sendo rediscutido frente ao cenario atual do
manejo da doenca. Estudo realizado por equipe multidisciplinar da Fundagao
Pré-sangue/Hemocentro de Sao Paulo e da Clinica Obstétrica do
HCFMUSP, envolvendo 220 gestantes Rh negativo, visando padronizar e
validar metodologia de genotipagem fetal em soro materno, apresentou alta

64 Com isto, a

acuracia em seus resultados e boa reprodutibilidade
implementagao da técnica em nosso servigo torna-se possibilidade concreta,
fato que ira preencher esta lacuna do atual protocolo de atendimento.

Do total de 89 gestagbes com antecedente moderado ou grave de
DHPN avaliadas no periodo do estudo, 12 (13,4%) néo foram incluidas na
analise pelo fato de os recém-nascidos terem sido diagnosticados como
sendo Rh negativo. Em nenhum destes casos foi realizado TIU, refletindo o
manejo adequado destas gestagoes.

Paralelamente, o comportamento dos titulos de anticorpos anti-D
nestas gestagdes intrigou os autores do estudo. Dentre estas 12 gestagdes,
os titulos de anticorpos foram considerados baixos em 3 (25%, 3/12) casos,

moderados em 5 (41,7%, 5/12) e altos em 4 (33,3%, 4/12) casos. Em

relacdo a tendéncia de comportamento durante a gestacéo, em 7 (58,3%,
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7/12) casos houve ascenséo dos titulos, enquanto que 5 (41,7%, 5/12) casos
permaneceram estaveis e em nenhuma gestacdo ocorreu declinio dos
anticorpos.

Considerando a heterogeneidade constatada na quantificagdo e no
comportamento dos titulos de anti-D nas gestagdes supracitadas, interessa
ao estudo uma breve discussédo sobre os mecanismos de persisténcia dos
anticorpos, assunto ainda pouco abordado pela literatura. Verduin et al. ®°
avaliam os fatores associados a persisténcia de anticorpos antieritrocitarios
em mulheres apds gestagcdes em que foram realizadas TIUs. O grupo
realizou acompanhamento a longo prazo de 260 gestantes submetidas ao
procedimento, no periodo entre 1988 a 2008. Foi avaliada a presencga de
anticorpos, associados ou ndo a DHPN, durante a gestacdo e em um
periodo médio de 8,7 anos apods o parto.

Constatou-se que a especificidade e a forca de um anticorpo,
determinada pela titulacdo, apresentam uma forte correlagdo com a
persisténcia deste ao longo dos anos. Os autores exemplificam estes
aspectos com a observagao de que os antigenos eritrocitarios dos sistemas
Rh e Kell, considerados imundgenos fortes, mantiveram-se detectaveis em
todos os casos no periodo de seguimento do estudo, assim como aqueles
que apresentavam titulos altos durante a gestagao.

Além destes aspectos, a estimulagdo antigénica necessaria para a
manutengdo da memoria imunolégica, com a produgao de imunoglobulinas
IgG de longa vida, também deve ser considerada. Neste sentido, com o

avangar da paridade da mulher Rh negativo sensibilizada, ocorrem impulsos
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de producdo materna de anticorpos pela presenca de hemacias fetais Rh
positivo em sua circulagdo sanguinea. Os recorrentes estimulos antigénicos
sustentam a persisténcia dos anticorpos a eles dirigidos ao longo do tempo,
levando a respostas imunes cada vez mais rapidas e, consequentemente,
afetando o feto mais precocemente a cada gestagao subsequente.

Os autores sugerem ainda que uma longa persisténcia de anticorpos
maternos pode estar ligada a produgao de células quiméricas, capazes de
se diferenciar e expressar antigenos cognatos aqueles expressos pelas
hemacias do feto, proporcionando uma manutengao do estimulo antigénico
mesmo na auséncia das células fetais. Isto poderia explicar, por exemplo, o
fato de algumas gestantes, mesmo portando fetos Rh negativo, terem
apresentado ascensao dos titulos de anticorpos na presente casuistica.

Considerando o0s aspectos imuno-hematoldgicos discutidos, os
achados do presente estudo e a escassez de literatura focada para esta
tematica, conclui-se que a avaliagdo dos titulos de anticorpos anti-D no
seguimento das gestagdes com antecedente moderado ou grave de DHPN é
assunto complexo e rico em possibilidades para novas abordagens. Apesar
desta populacdo de gestantes vir se tornando cada vez menor, mesmo em
centros terciarios como o de nossa Instituicdo, estes casos exigem manejo
assistencial altamente especializado e com experiéncia acumulada para
otimizagao dos resultados destas gestacoes.

A experiéncia clinica diaria no manejo pré-natal desta populagao tao
especifica de gestantes e a alta complexidade envolvida neste processo nos

impulsionaram a aprofundar neste tema, objetivando o aperfeicoamento
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deste acompanhamento. Nosso estudo contribuiu de maneira contundente
ao apresentar dados consistentes e com casuistica relevante. A expectativa
€ que se desperte maior interesse e atengao para esta condigao e que novos
estudos sejam motivados a partir do nosso para a elucidagdo das questdes

que esse assunto ainda suscita.
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Gestantes com antecedente de doencga hemolitica perinatal moderada
ou grave, e titulos de anticorpos anti-D iniciais maiores ou iguais a 128,
apresentam chance aumentada de 3,3 vezes de necessidade de realizagao
de transfusdo intrauterina ou ocorréncia de obito fetal, durante o
acompanhamento pré-natal. A associacdo de anticorpos anti-D com outros
anticorpos antieritrocitarios nao apresentou correlagdo com os desfechos

estudados.
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