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Resumo

A doenca hemolitica do recém-nascido ocorre devido & passagem de anticorpos maternos
através da barreira placentéria, suscetiveis de induzir a hemolise dos eritrocitos do feto,
provocando anemia fetal ou ainda sintomas mais graves. E causada por incompatibilidade
sanguinea materno-fetal que pode ser decorrente da aloimunizacdo induzida por diversos

sistemas sanguineos.

O teste de antiglobulina humana direto € utilizado com o objetivo de determinar se 0s
eritrocitos tém imunoglobulinas e/ou fraces do complemento ligados a superficie do
eritrécito. Em 1968, foi introduzida a profilaxia com imunoglobulina anti-D com o objetivo
de prevenir a sensibilizagdo materna, sendo a incompatibilidade ABO, atualmente, a principal

causa do desenvolvimento de doenca hemolitica do recém-nascido.

O presente estudo teve como objetivo geral determinar a prevaléncia de recém-nascidos com
teste de antiglobulina humana direto positivo que desenvolveram doenca hemolitica do
recém-nascido no Hospital Prof. Doutor Fernando da Fonseca durante o periodo de tempo
compreendido entre 2017 e 2021 e como objetivos especificos determinar a prevaléncia de
recém-nascidos com teste de antiglobulina humana direto positivo por incompatibilidade
ABO, por incompatibilidade Rh(D) e por incompatibilidade por outros alo anticorpos que
desenvolveram doenca hemolitica do recém-nascido. Foram ainda calculadas as prevaléncias

dos anticorpos responsaveis pelo desenvolvimento da doenca.

Foi realizado um estudo observacional analitico transversal que contou com um total de 133
recém-nascidos. Procedeu-se a consulta do histérico de estudo-imunohematoldgico dos
recém-nascidos e das respetivas maes e a consulta do processo clinico dos recém-nascidos de
modo a obter informacdo referente ao diagndstico de doenca hemolitica do recém-nascido. Os
dados obtidos foram tratados no software estatistico IBM SPSS 26®, onde foram utilizadas
frequéncias absolutas e relativas, sendo que para estabelecer a relagdo/associacdo entre as
variaveis dependentes e independentes foram utilizadas tabelas de dupla entrada, de modo a

ser possivel responder aos objetivos geral e especificos.



Da populacéo em estudo, 64,7% desenvolveu doenca hemolitica do recém-nascido. Sendo que
a maior percentagem se encontrava associada a incompatibilidade ABO, nomeadamente a
incompatibilidade materno-fetal AO. Verificou-se uma prevaléncia de doenga hemolitica do
recém-nascido por incompatibilidade ABO de 76,2% e de incompatibilidade RhD de 22,7%.

N&o se verificou a presenca de outros aloanticorpos.

Face aos resultados obtidos é possivel verificar que existe uma grande percentagem de recém-
nascidos com teste de antiglobulina humana direto positivo que desenvolveu doenca
hemolitica do recém-nascido, sendo de extrema importancia 0 acompanhamento da gravida de
modo a identificar e vigiar as gravidas com maior risco de terem recém-nascido com

possibilidade de desenvolver a doenca.

Palavras-chave: doenca hemolitica do recém-nascido, teste de antiglobulina humana direto,

prevaléncia, incompatibilidade ABO, incompatibilidade RhD
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Abstract

Hemolytic disease of the newborn occurs due to the passage of maternal antibodies through
the placental barrier, capable of inducing hemolysis of fetal erythrocytes, causing fetal anemia
or even more severe symptoms. It is caused by maternal-fetal blood incompatibility that may

be due to alloimmunization induced by different blood systems.

The direct antiglobulin test is used to determine whether red cells have immunoglobulins
and/or complement fractions fixed to the surface of the red cell. In 1968 prophylaxis with
immunoglobulin anti-D was introduced with the aim of preventing maternal sensibilization, at
the moment ABO incompatibility is the main cause of the development of hemolytic disease

of the newborn.

The present study aimed to determine the prevalence of newborns with a positive direct anti-
human globulin test who developed hemolytic disease of the newborn at Hospital Prof.
Doutor Fernando da Fonseca during the period between 2017 and 2021 and as specific
objectives to determine the prevalence of newborns with a positive direct human antiglobulin
test due to ABO incompatibility, Rh(D) incompatibility and incompatibility due to other
alloantibodies that developed hemolytic disease of the newborn. The prevalence of the

antibodies responsible for the development of the disease was also calculated.

A cross-sectional analytical observational study was carried out with a total of 133 newborns.
The history of immunohematological studies of newborns and their mothers was consulted
and the clinical file of newborns in order to obtain information regarding the diagnosis of
hemolytic disease in newborns. The data obtained were treated in the statistical software IBM
SPSS 26®, where absolute and relative frequencies were used, and double-entry tables were
used to establish the relationship/association between the dependent and independent

variables, so as to be able to respond to the objectives general and specific.

Of the study population, 64.7% developed hemolytic disease of the newborn. The highest
percentage was associated with ABO incompatibility, in specifically to maternal-fetal AO
incompatibility. There was a prevalence of hemolytic disease of the newborn due to ABO
incompatibility of 76.2% and of RhD incompatibility of 22.7%. The presence of other

alloantibodies was not verified.

viii



In view of the results obtained it is possible to verify that there is a large percentage of
newborns with a positive direct antiglobulin test who developed hemolytic disease of the
newborn, being extremely important to follow-up the pregnant women in order to identify and
monitor pregnant women at greater risk of having newborn with the possibility of developing

the disease.

Keywords: hemolytic disease of the newborn, direct antiglobulin test, prevalence, ABO

incompatibility, RhD incompatibility
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1. Introducéo

A doenca hemolitica do recém-nascido (DHRN) ocorre devido a passagem de anticorpos
maternos, através da barreira placentaria, suscetiveis de induzir a hemdlise dos eritrocitos do
feto. Os anticorpos IgG maternos ligam-se ao antigenio eritrocitario fetal correspondente,

fazendo com que os eritrdcitos revestidos pelo anticorpo possam ser destruidos2).

A primeira descrigdo de DHRN, em 1609, ¢ referente a uma parteira francesa que durante um
parto de gémeos descreveu que um dos bebés apresentava edemas, acabando por morrer
pouco tempo depois do parto, e o0 outro bebé tinha desenvolvido ictericia, acabando por
morrer ap6s alguns dias. Ao longo dos anos, foram relatados varios casos semelhantes de
recém-nascidos que ndo conseguiam sobreviver, mas s nos anos 50 se viria a entender a

causa®?.

A DHRN provoca anemia fetal sendo que em casos mais graves pode ser responsavel por
edema generalizado, ascite, insuficiéncia cardiaca, ictericia e hepatoesplenomegalia, podendo

mesmo levar & morte do recém-nascido (RN)®:59),

Na década de 1960 foram realizados estudos nos Estados Unidos e na Gra-Bretanha que
mostraram que a administracdo de Imunoglobulina anti-D em gravidas RhD negativas poderia
proteger as mulheres da sensibilizacdo contra eritrécitos RhD positivos. Em 1968, foi
introduzida a profilaxia com imunoglobulina anti-D com o objetivo de prevenir a

sensibilizacdo materna®.

Antes do desenvolvimento da profilaxia com imunoglobulina anti-D, a DHRN era
responsavel pela perda fetal em 1% de todas as gestacdes®®. Com a introducdo da profilaxia
com imunoglobulina anti-D e a consequente diminuicdo do numero de casos por
alomimunizacdo RhD, a incompatibilidade ABO é a principal causa do desenvolvimento de
DHRN®,

A causa mais comum de DHRN ¢é a presenca de anticorpos dirigidos a antigénios eritrocitarios

pertencentes ao sistema ABO. Por sua vez, os anticorpos anti-Rh e anti-Kell, que provocam

manifestacbes mais graves que a incompatibilidade no sistema ABO, s&o a segunda causa mais

comum. Quando ocorre a aloimunizacdo RhD ou ABO, entre a mée e o feto, os anticorpos

maternos atravessam a placenta e destroem os eritrdcitos fetais®.



O teste de antiglobulina humana ou teste de Coombs foi reportado pela primeira vez em 1908
sendo que so6 foi encontrada uma utilizacdo laboratorial para este teste em 1945 podendo ser

caraterizado como teste de antiglobulina humana direto (TAD) ou indireto (TAI)®.

O TAD tem como objetivo determinar se os eritrocitos tém imunoglobulinas e/ou fra¢fes do

complemento ligados & superficie do eritrécito®1D,

Tem como principal utilidade a classificagdo de hemdlise sendo que as principais causas sao
anemia hemolitica autoimune, hemolise relacionada com transfusdes, doenga hemolitica do

recém-nascido, anemia hemolitica induzida por drogas, entre outras*'%.

Um TAD positivo num RN precisa de ser enquadrado com outros fatores e parametros (elevada
contagem de reticuldcitos, presenca de anemia, hiperbilirrubinémia, mée com aloimunizacao
eritrocitaria conhecida) e ndo deve ser visto como um resultado isolado®1?, E assim
importante o estudo do grupo ABO e RhD e a pesquisa de anticorpos no RN e na mée, bem como
a informacdo relativa a eventual administracdo de profilaxia com imunoglobulina anti-D a

maeD),

O Hospital Prof. Doutor Fernando da Fonseca (HFF) constitui-se como hospital de referéncia
para os cerca de 550.000 habitantes dos Concelhos de Amadora e de Sintra. O Servigo de
Sangue e Medicina Transfusional (SSMT) tem como missdo proporcionar cuidados de saide
no dmbito da imuno-hemoterapia, satisfazendo as necessidades dos utentes. Este servico é
responsavel pela colheita de sangue total a dadores, realizacdo dos testes pré-transfusionais e
outros estudos imuno-hematol6gicos, no &mbito da medicina transfusional e pela prestacao de

assisténcia clinica a doentes.

Os grupos sanguineos ABO mais frequentes na area de Lisboa sdo 0 A e 0 O, estando em
terceiro lugar o B, As areas servidas pelo HFF fazem parte da area metropolitana de Lisboa
e apresentam uma populacdo bastante heterogénea, constituida por varias naturalidades
(Angolana, Cabo Verdiana, Brasileira, Mocambicana, Guineense E S&o Tomense)™. Tal
situacdo, a nivel global, é verificada numa alteracdo da frequéncia de grupos sanguineos
ABO®%9  nodendo assim verificar-se a presenca de uma populacdo que apresenta uma
variacdo de grupos sanguineos ABO diferente das apresentadas na area de Lisboa.



Com a elaboragdo deste estudo relativo a “prevaléncia de recém-nascidos com teste de
antiglobulina humana direto positivo que desenvolveram doenga hemolitica do recém-nascido

no Hospital Prof. Doutor Fernando da Fonseca”, pretende-se sensibilizar os diversos
profissionais de saude envolvidos no diagndstico da DHRN acerca da importancia da
solicitacdo adequada do TAD em situagbes especificas. Para além disso, pretende
dimensionar o nimero de casos de DHRN no periodo de tempo compreendido entre 2017 e
2021 (5 anos).

A questdo de investigacao que se levanta neste estudo ¢ “Qual ¢ a prevaléncia de recém-nascidos
com teste de antiglobulina humana direto positivo que desenvolveram doenca hemolitica do
recém-nascido no Hospital Prof. Doutor Fernando da Fonseca (HFF)?”.

Com base na questdo de investigacdo o objetivo geral deste estudo é:

Determinar a prevaléncia de RN com TAD positivo que desenvolveram DHRN no HFF durante o
periodo de tempo entre 2017 e 2021, assim como, perceber a relacdo da DHRN com o TAD

positivo e a sua importancia clinica.
Para cumprir o objetivo geral, foram definidos os seguintes como objetivos especificos:

1. Determinar a prevaléncia de RN com TAD positivo por incompatibilidade ABO que
desenvolveram DHRN;

2. Determinar a prevaléncia de RN com TAD positivo por incompatibilidade Rh(D) que
desenvolveram DHRN;

3. Determinar a prevaléncia de RN com TAD positivo por incompatibilidade por outros alo
anticorpos que desenvolveram DHRN;

4. Determinar os anticorpos mais prevalentes responsaveis pela DHRN.

A pertinéncia deste tema prende-se com a importancia da solicitacdo do TAD nos RN que
possuem maior tendéncia para desenvolver DHRN. Ao verificar as prevaléncias sera possivel
determinar as incompatibilidades mais frequentes que causam DHRN na popula¢do em estudo,
sendo que esta informacgdo serd Gtil como sensibilizacdo para a importancia dos estudos das
gravidas e RN, em particular aqueles que sejam considerados grupos de risco. Desta forma, pode
ser otimizado o diagndstico precoce e levada a cabo a adequada monitorizacdo junto aos

profissionais envolvidos.

Esta dissertacdo, redigida segundo as normas de orientacdo da Escola Superior de Tecnologia
da Saude de Lisboa (ESTeSL), encontra-se separada por capitulos, correspondendo estes a



diferentes fases do processo de investigagdo. Neste capitulo “Introdugdo” encontra-se uma
breve apresentacdo da teméatica em estudo, bem como a questdo de investigacao e os objetivos
definidos para o estudo. No capitulo “Estado de arte” situa-se 0 enquadramento teérico na
base da investigacdo. De seguida, no capitulo “Metodologia” esta descrita toda a fase
metodoldgica: a definicdo da duracdo do estudo, 0 método de amostragem e os critérios de
selecdo dos participantes, as varidveis de investigacdo, a recolha de dados e o seu tratamento e
ainda outras consideracdes. Os resultados obtidos estdo apresentados no capitulo
“Resultados” e a interpretagao dos mesmos ¢ feita no capitulo seguinte “Discussdo”. Sendo o

ultimo capitulo constituido pelas “Consideraces finais” do estudo.



2. Estado da arte

2.1. Doenca Hemolitica do Recém-Nascido

A DHRN, também conhecida por eritroblastose fetal, € uma anemia hemolitica, causada por
incompatibilidade sanguinea materno-fetal, que pode ser decorrente da aloimunizagédo

induzida por diversos sistemas sanguineos%17-19),

Mulheres em idade fértil podem ser aloimunizadas por transfusdo de sangue, por hemorragia
feto-materna durante a gravidez/parto, ou por meio de transfusdo intrauterina, sendo que a

exposicao a eritrdcitos fetais ocorre durante a gravidez, principalmente no parto®@.

A aloimunizacdo € o processo através do qual ocorre a producdo de anticorpos devido a
exposicdo do individuo a antigénios que o mesmo ndo possui, podendo 0 mesmo acontecer
devido a transfusdo. Durante a gravidez, o sistema imunolégico materno reconhece 0s
antigénios fetais como “ndo préprios” e pode produzir anticorpos. Esses anticorpos sdo
responsaveis pela sensibilizacdo dos eritrdcitos fetais e, consequentemente, induzem a sua

destruicdo. Quando ocorre na gravidez pode provocar a DHRN®*10.17-19.21)

A ligacdo entre os antigénios e anticorpos pode ocorrer durante a gravidez ou no parto,
tornando possivel a ocorréncia de complicacdes graves no RN ou levar mesmo a sua morte. O
sistema imunoldgico materno desenvolve memoaria imunolégica sendo assim provavel que nas
gravidezes subsequentes ocorra DHRN, caso o bebé tenha grupo sanguineo diferente da mae.

Este fendmeno também pode ocorrer apds um aborto®™.

A imunoglobulina G (IgG) materna é a Unica responsavel pela DHRN, uma vez que a
passagem de anticorpos maternos através da placenta depende do componente cristalizavel,
fragmento da molécula de 1gG, que ndo esta presente na imunoglobulina A (IgA) nem na

imunoglobulina M (IgM)*18:21-23),

A hemorragia fetal € comum quando ocorre a exposic¢ao a antigénios ausentes na gravida. Esta
pode ocorrer a qualquer momento durante a gravidez estando mais associada a aborto
espontaneo, gravidez ectdpica, hemorragia vaginal pré-parto, trauma abdominal ou parto

(nascido vivo ou nado morto)®4.



A DHRN leva ao aumento dos valores séricos de bilirrubina, provocando ictericia. Em caso
mais ligeiros pode apresentar-se anemia leve e aumento da bilirrubina associado a

hemolise®19,

A DHRN foi responsavel por morbilidade significativa e mortalidade durante muito tempo até
que técnicas preventivas e terapéuticas como fototerapia, transfusdo intrauterina,
exsanguineo-transfusdo (transfusdo permuta) e amniocentese fossem estabelecidas (4). A
exsanguineo-transfusdo € recomendada em RN com valores de hemoglobina muito baixos,
hiperbilirrubinémia, entre outros. Consiste na ‘“substituicdo” dos eritrocitos do RN por

eritrocitos negativos para o antigénio contra o qual se desenvolveu o anticorpo®29,
Os principais sistemas envolvidos s&o os sistemas ABO e Rh*+17:18),

Com a introducdo da profilaxia com imunoglobulina anti-D o numero de casos de DHRN
provocados por anticorpos anti-D diminuiram, sendo a incompatibilidade ABO a causa mais
comum de DHRN®1:2325.26),

Quando a doenca é causada pela isoimunizacdo ABO, normalmente origina um quadro clinico
com sintomas e evolugdo menos acentuados que a incompatibilidade causada pelo sistema Rh.
No entanto, pode haver necessidade de realizar terapéutica com imunoglobulina ou, em casos
excecionais, com exsanguineo-transfusdo, sendo por isso importante o diagnéstico com a

pesquisa dos anticorpos anti-eritrocitarios na corrente sanguinea fetal*?).

Tabela 1 - Correlagdo clinica / fisiopatologia na DHRN®Y

Ictericia Hiperbilirrubinémia indirecta (possivel aumento
do componente direto)

Palidez Anemia hemolitica (destrui¢do dos eritrocitos no
sistema reticulo-endotelial)
Transfusdo in Gtero: supressdo da eritropoiese

Hepatoesplenomegalia Eritropoiese extramedular

Edema generalizado Insuficiéncia cardiaca e hepatica.
Hipoalbuminemia por diminuicdo da sintese
hepatica

Reticulocitose Anemia hemolitica. Ndo ocorre na isoimunizagao
do sistema Kell.

Neutropenia/Neutrofilia Desvio da producéo em favor da eritropoiese /



aumento de citoquinas
Trombocitopénia Desvio da producéo em favor da eritropoiese
Hipoglicémia Hiperinsulinismo — libertacdo de metabolitos pela
destruicdo de eritrdcitos
Hidroépsia fetal Hemoglobina <4 d/dL / Hematdcrito < 15%

2.1.1 Diagndstico

O diagndstico de DHRN fundamenta-se nos seguintes exames®@:

e Tipagem sanguinea do RN — sendo as incompatibilidades mais frequentes:
O Maée RhD- e RN RhD+
O RN do grupo A ou B e mée grupo O

e TAD positivo

o Confirma a presenca de anticorpos IgG nos eritrocitos do RN. Pode ser
fracamente positivo ou negativo na aloimunizagdo ABO, sendo que em caso de
suspeita clinica deve realizar-se pesquisa de isoaglutininas (anti-A e anti-B) em
meio de liss/coombs.

o Quando a profilaxia com imunoglobulina anti-D foi administrada durante a
gravidez pode verificar-se um TAD positivo em 15% dos casos uma vez que
0s anticorpos atravessam a placenta, mas, neste caso, ndo se verifica evidéncia

de hemolise.
e Hemograma do RN com reticulécitos

o Demonstra a presenca de:
= Anemia hemolitica
= Macrocitose
= Reticulocitose (pode atingir os 30%)

= Microesferocitose na aloimunizacdo ABO

e Bilirrubina no sangue do cordéo e do RN



A Tabela 2 refere os critérios sugeridos para diagnéstico da DHRN.

Tabela 2 - Critérios sugeridos para o diagndstico de DHRN (adaptada)®

Mae com aloimunizacdo eritrocitaria conhecida

I tibilidade d i
neompatibifidace de grupo sanguin€o RN do grupo sanguineo A, B ou AB e mée do grupo O

Elevada contagem de reticuldcitos ou

Esferdcitos no esfregaco de sangue periférico ou

Parametros sugestivos de hemolise - - -
Anemia progressiva em hemogramas seriados ou

Hiperbilirrubinémia e desidrogenase lactea elevada

Presenca de um TAD Positivo

2.1.2. Prevencao da DHRN

A prevencdo é essencial para diminuir o risco de morte neonatal. A preocupacdo com a
gravidade dos problemas e o risco de mortalidade tém exigido rastreio precoce e estratégias
preventivas durante as consultas no periodo pré-natal. Além disso, procedimentos de
sensibilizacdo, incluindo aborto e amniocentese, devem ser seguidos de profilaxia com

imunoglobulina anti-D em gravidas RhD negativas®.

A sensibilizacdo e producdo de anticorpos dirigidos contra os eritrocitos do bebé é uma
condicdo que ndo pode ser revertida. Portanto, a DHRN precisa de ser prevenida quando
possivel. No inicio dos anos 60, foi desenvolvida a imunoglobulina anti-D, que é administrada
a maes RhD negativas ndo sensibilizadas no periodo pré-natal ou pés-natal imediato para
remover eritrdcitos fetais RhD positivos que possam ter entrado na circulacdo materna. A
imunoglobulina anti-D é administrada por via intramuscular na 282 semana de gestacdo e

eventualmente apds o parto (até 72h)“612.27),

A norma da Diregdo Geral de Saude 037/2011 define os testes que devem ser realizados as
gravidas, nomeadamente a tipagem ABO e Rh e a Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI).
Na presenca de uma PAI positiva, devem ser realizados testes adicionais para determinar a
especificidade e o significado clinico do anticorpo. A tipagem nos sistemas ABO e Rh deve
ser realizada no 1° trimestre da gravidez, bem como a PAI, mesmo nas gravidas Rh positivas.
Todas as gravidas, RhD negativas, devem repetir a tipagem ABO e Rh e a PAI entre as 24-28

semanas de gestagdo228),

As gravidas RhD negativas elegiveis para a profilaxia com imunoglobulina anti-D, devem ser

estudadas antes da realizacdo da mesma. Quando o estudo é realizado ap6s a administragdo da




imunoglobulina anti-D, pode resultar na detecdo de anti-D passivo, podendo o mesmo ser
confundido com um anti-D imunol6gico?. As variantes de RhD do tipo 1, 2 ou 3 sio

tratadas como Rh positivo e ndo requerem administracdo de imunoglobulina anti-D®?,

De modo a evitar a aloimunizagdo em mulheres em idade fértil, € importante reduzir a
exposicdo a antigénios eritrocitarios ausentes. Para tal, na préatica transfusional devem utilizar-
se concentrados eritrocitarios e produtos plaquetarios RhD negativos para mulheres RhD
negativas. Também devem ser utilizados concentrados eritrocitarios sem o0s antigénios dos

grupos Rh e Kell em mulheres com a auséncia dos mesmos®?,

2.2. Teste de antiglobulina humana

O teste de antiglobulina humana tornou-se uma importante ferramenta para a pesquisa de
antigénios ou anticorpos indetetaveis por outras técnicas. Quando o objetivo é detetar anticorpos
ligados ao eritrécito in vivo, designa-se de TAD. Quando se utiliza para detetar a reacdo de
anticorpos com os antigénios a superficie dos eritrocitos in vitro, com um tempo de incubacgéo
definido, designa-se TAI®?,

O soro de antiglobulina humana € produzido a partir da hiperimunizacdo animal com
imunoglobulina ou complemento, com o intuito de produzir altos titulos de anticorpos IgG com
alta avidez. A antiglobulina humana poliespecifica contém anticorpos para a imunoglobulina

humana, a maioria 1gG, e para os componentes do Complemento C3, C3b e C3d®?".

A realizacdo inicial do TAD com reagente poliespecifico permite uma triagem para detetar a
presenca de qualquer imunoglobulina e/ou complemento ligado in vivo aos eritrocitos. A
posterior utilizacdo de reagentes monoespecificos permite distinguir especificamente o que
estd ligado a superficie dos eritrocitos (classe de imunoglobulina e/ou fraccdo de

complemento)@81023),

No TAI a aglutinacdo ocorre quando imunoglobulinas ou fragcbes do complemento s&o
fixados, in vitro, na superficie dos eritrocitos indicando um teste positivo. Este é utilizado no

estudo pré-natal das gravidas para detetar a presenca de anticorpos irregulares“®),

O soro do paciente é incubado com eritrécitos com perfil antigénico conhecido. Durante esta
fase, ocorre a eventual sensibilizagdo dos eritrocitos teste com os anticorpos do paciente.

Posteriormente, € adicionado o soro de Coombs, que ird permitir revelar a ligacdo antigénio-



anticorpo, caso a mesma tenha ocorrido. Se se verificar a ligacéo, ocorre aglutinacéo visivel e

o resultado é positivo®?,

Direct antiglobulin (Coombs) test I Anti-human globulin

A Anti-RBC antibody

Anti-human
x globulin  ———>

Patient RBCs coated Agglutination
with antibody

Indirect antiglobulin (Coombs) test

iy A

Y P T
, | o=
A @)

Patient plasma Agglutination
with antibody

Figura 1 - Teste de antiglogulina humana direto e indireto

(Fonte: https://www.uptodate.com/contents/image/print?imageKey=HEME%2F100639 — 20/10/2022)

A pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) é realizada por TAI. Este teste pretende determinar
a existéncia de anticorpos significativos para antigénios de grupos sanguineos. E utilizado um
painel de eritrocitos, geralmente com 2, 3 ou 4 células, com um perfil antigénico conhecido
permitindo assim verificar a presenca de anticorpos no soro®?2%, A PAI &, assim, um teste
obrigatério no estudo da gravida, uma vez que permite identificar a presenca de possiveis

anticorpos que possam provocar a DHRN®7),

Na presenca de uma PAI positiva devem ser realizados testes adicionais para determinar a
especificidade, nomeadamente a identificacdo de anticorpos irregulares (IAl) e para
determinar a concentracdo, atraves da titulacdo, permitindo assim perceber a probabilidade de
desenvolvimento de DHRN®220),

Na IAl sdo utilizados painéis que podem ser constituidos por 8 a 14 células com composicéo
antigénica conhecida para 0s principais grupos sanguineos, sendo as mesmas do grupo O,
permitindo assim que o plasma de qualquer grupo ABO seja testado. As células séo

selecionadas de modo que existam reacdes positivas e negativas para 0s varios antigénios. O
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painel deve assim ser constituido por diversos fendtipos, sendo que devem ser garantidas as

especificidades tnicas dos anticorpos permitindo assim a sua identificacio®.

No caso de se verificar um aloanticorpo reativo a 37°C (ou presumivelmente da classe 19G), é
importante determinar o risco de DHRN. O sistema Lewis é constituido por dois principais
antigénios, Lea e Leb, sendo que os anticorpos desde sistema sdo predominantemente da
classe IgMW. Este sistema ndo se encontra associado ao desenvolvimento de DHRN®,
Quando se identifica um aloanticorpo clinicamente significativo é particularmente importante

0 acompanhamento da gravida®?.

Para a realizacdo dos testes referidos anteriormente podem ser usadas varias técnicas: Tubo,
considerado a técnica de referéncia, microaglutinacdo em fase sélida ou tecnologia de coluna
de gel. A tecnologia de gel € mais utilizada na préatica dos servicos de sangue, do que a técnica
em tubo, uma vez que permite a automatizacdo, um volume menor de amostra, uma
interpretacdo mais objetiva e a reacdo é estavel até 24h para discussao de resultados, quando
necessario. Apresenta ainda uma sensibilidade de 98%, maior quando comparada a técnica em

tubo que apresenta apenas 92%29,

A titulacdo de anticorpos € utilizada para avaliar a concentracdo de anticorpos clinicamente
significativos. Dilui¢des seriadas de plasma sdo testadas por TAI utilizando um reagente com
eritrécitos conhecidos, preferencialmente, com expressdo heterozigdtica do(s) antigénio(s)
correspondente(s). A escolha das células para a realizacdo da titulagdo é importante uma vez
gue no caso de se verificar a presenca de mais do que um anticorpo é necessario garantir que
apenas se estd a avaliar a especificidade de cada anticorpo isoladamente. Caso ja tenha sido
realizada uma titulacio numa amostra, é importante utilizar a mesma em paralelo para

verificar se a mudanca no titulo n&o é devido a variabilidade no método®?.

A gravidade da doenca pode ser medida de acordo com o titulo de anticorpos, sendo titulos
compreendidos entre 16 e 32 geralmente considerados significativos para a maioria dos
anticorpos®?. Existem exce¢des como o anticorpo anti-Kell em que titulos de 8 ja sdo
considerados significativos®®3%. Quando se verifica um titulo inferior a 16, a gravida repete a
titulacdo uma vez por trimestre e, quando igual ou superior a 16, a repeticédo é realizada a cada

quatro semanas®@.

O historico clinico da gravida e o titulo sdo importantes para distinguir a imunoglobulina anti-
D administrada do anti-D materno produzido apds a exposicdo aos eritrocitos RhD do
feto/RN. Titulos de anticorpo anti-D inferiores ou iguais a 4 estdo associados a
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imunoglobulina anti-D, enquanto um titulo superior a 4 estd mais provavelmente associado a
(31)

imunizacédo
Apos a identificagdo de anticorpos, 0 processo deve ser repetido em amostras colhidas durante
a gravidez com o objetivo de identificar anticorpos clinicamente significativos, uma vez que
as gravidas que desenvolveram inicialmente um anticorpo apresentam maior risco de
desenvolver anticorpos adicionais. Assim, € possivel garantir a monitorizacdo de anticorpos
que possam ser responsaveis pelo desenvolvimento de DHRN. A frequéncia de testes
repetidos para pesquisa e identificacdo de anticorpos serd determinada pela especificidade e

concentragio do anticorpo®?,

Na presenca de uma PAI negativa, no plasma materno, e de TAD positivo no RN deve-se
considerar a possibilidade de existéncia de antigénios de baixa frequéncia que possam ndo ser

detetados pelos painéis utilizados no estudo do plasma materno®,

O sangue do corddo ou a amostra de sangue periférico do RN, é testado com IgG
monoespecifica®”, uma vez que apenas os anticorpos IgG maternos conseguem atravessar a
placenta e causar DHRN®®), Em RN de mées que possuam PAI positiva, os eritrdcitos devem

ser estudados para o antigénio correspondente sempre que possivel?.

A transferéncia placentaria de anticorpos maternos para a corrente circulatéria do feto € um
evento essencialmente fisiolégico. Como o sistema imunoldgico do RN esta funcionalmente
imaturo, a transferéncia de anticorpos da mée serve para a sua protecdo contra possiveis infecdes
durante os primeiros meses de vida. Os anticorpos IgG atravessam a barreira placentaria, o

mesmo n&o ocorrendo com os anticorpos IgM e IgAG?),

TAD de amostras de RN com DHRN por incompatibilidade ABO / Rh costumam apresentar-se
positivos, pelo que métodos de eluicdo de anticorpos sdao normalmente utilizados para a

confirmaco da especificidade do anticorpo®?.

A eluicédo é responsavel por dissociar os anticorpos dos eritrocitos sensibilizados. A técnica
tem como objetivo identificar e confirmar a especificidade do anticorpo ligado aos

eritrocitos®12),
Em suma, a detecédo de anticorpos € feita por métodos como:
- TAD - para pesquisa de anticorpos fixados aos eritrocitos;

- PAI/IALI - para pesquisa de anticorpos no plasma materno e identificagdo dos mesmos;
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- Eluigao®?,

O TAD deve ser requisitado em RN que apresentem anemia, hiperbilirubinémia, contagem de
reticuldcitos aumentados e desidrogenase lactea aumentada®®3%, Este teste tem ainda indicacio
em situacdes especificas, tais como na presenca de mées do grupo O, estudo imuno-hematoldgico
materno com PAI positiva para anticorpos responsaveis pela DHRN, gestacfes anteriores com

presenca de DHRN e em casos de estudo pré-natal inadequado ou inexistente™,

A presenca de um TAD positivo é um forte indicador de hemolise na incompatibilidade ABO,

incompatibilidade RhD e na presenca de anticorpos contra outros grupos sanguineos no RN,

O resultado do TAD depende da quantidade de anticorpos ligados as células e da técnica
utilizada para a realizacdo do mesmo. O método em tubo ndo permite a detecdo de
guantidades menores de anticorpos ao contrario de outros métodos com maior

sensibilidade®?,

A suspeita de DHRN devido a incompatibilidade Rh, a outros aloanticorpos ou devido a

incompatibilidade ABO sdo razdes para solicitar o TAD ao RN®2),

A imunizacdo RhD durante a gravidez € menos comum quando se verifica incompatibilidade
ABO entre os progenitores. E estimado que a incompatibilidade AO, materno-fetal, confere 90%

de protecéo e a incompatibilidade BO confere 55% de protecdo contra a imunizacio RhD®.

2.3. Incompatibilidade ABO

A DHRN por incompatibilidade ABO é a consequéncia hemolitica mais comum, ocorrendo
entre 15% a 25% das gestacdes sendo que apenas 1% desenvolve um TAD positivo®8103536),
A incompatibilidade materno/fetal®” no sistema ABO pode ocorrer logo na primeira
gravidez2, Quase exclusiva em RN do grupo sanguineo A ou B nascidos de méaes do
grupo O, uma vez que o anticorpo anti-A IgG ou anticorpo anti-B IgG ocorre mais
comumente no grupo O do que no grupo A ou B(1018202324:34.36:38) ‘Neste sentido é importante
qgue as gravidas do grupo O sejam estudadas e identificado o grupo do RN, apds o

nascimento®*23),

A mée que possui anticorpos anti-A e anti-B da classe 1gM, quando entra em contato com 0s
eritrocitos do bebé, desencadeia uma resposta imune com consequente producao de anticorpos
da classe 1gG. Esta classe de anticorpos é assim capaz de atravessar a placenta e provocar a

hemolise fetal desde a primeira gravidez®?.
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Sé&o raros os casos graves de DHRN por incompatibilidade ABO, sendo a mesma caraterizada
por destruicdo ligeira de eritrocitos, manifestando-se por ictericia, assim como numa
diminuicdo ligeira do valor de hemoglobina®®®. E clinicamente menos grave, que a
incompatibilidade RhD, uma vez que os antigénios ABO séo apenas fracamente expressos no
desenvolvimento fetal e também devido a presenca de antigénios ABO nos 6rgéos e secre¢es

capazes de neutralizar os anticorpos maternos“*9,

2.4. Incompatibilidade Rh

A maioria dos casos por incompatibilidade Rh sdo causados pelo anticorpo anti-D, seguido do

anticorpo anti-c e do anticorpo anti-E*10:12.24.33),

A

incompatibilidade RhD €é a mais frequente no desenvolvimento de DHRN por

incompatibilidade Rh, no entanto os antigénios E e C também podem estar associados ao

desenvolvimento da mesma®®.

A sensibilizacdo materna, quando RhD negativo, ocorre pela exposicdo prévia ao antigénio
RhD positivo, quer por transfusdo de concentrados eritrocitarios Rh positivos ou por
exposicdo, durante uma gravidez prévia, a um bebé com eritrdcitos Rh positivo®®. Numa
segunda gravidez, caso o0 bebé seja RhD positivo, os anticorpos anti-D (maioria de classe 1gG)
atravessardo a barreira placentaria e dardo origem & DHRN*"2), Consequentemente, 3% a

6% das amostras de RN apresentam um TAD positivo®?).

A introducdo de profilaxia pré-natal com imunoglobulina anti-D reduziu a sensibilizagdo em

gravidas RhD negativas®82540),
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Figura 2 - Incompatibilidade RhD materno-fetal

(Fonte: https://www.fetalmed.net/eritroblastose-fetal-a-doenca-da-incompatibilidade-sanguinea-entre-mae-e-feto/ -

01/11/2022)
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2.5. Incompatibilidade por outros alo-anticorpos

A International Society of Blood Transfusion reconhece um total de 33 sistemas sanguineos
que incluem mais de 300 antigénios. Outros sistemas, para além dos ja referidos

anteriormente, podem estar associados & DHRN, nomeadamente o Duffy, Kidd e MNS e
p(10,18,20)

Os anticorpos podem desenvolver-se como resposta a exposi¢cdo aos antigénios, quer por
transfusdo ou gravidez anterior, ou por exposi¢do a bactérias ou virus que expressem esse

antigénio®®),

O anticorpo anti-K é o mais imunogénico do sistema sanguineo Kell e foi descoberto pela
primeira vez no plasma de uma grévida chamada Kell, sendo o mesmo responsavel pelo
desenvolvimento de DHRN no bebé. E o anticorpo mais comum apds os do sistema ABO e
Rh e o seu desenvolvimento pode ser provocado por uma gravidez anterior ou por transfusao
sanguinea quando a gravida ndo apresenta o respetivo antigénio®?42%), O anticorpo anti-K
provoca anemia precoce e mais grave que muitos dos outros anticorpos, sendo que a DHRN
provocada por este pode ser bastante severa, devendo-se este fato a capacidade do anticorpo
anti-K de destruir os precursores eritrocitarios e os eritrcitos em matura¢do na medula 6ssea,

assim como os eritrocitos fetais em circulagio®82124),

Quando detetados anticorpos anti-K no plasma materno, deve proceder-se a titulacdo do

mesmo uma vez que titulos superiores a 32 podem causar DHRN grave**2),

Outros anticorpos também podem estar associados a8 DHRN. Anticorpos com especificidade
menos comuns podem ser mais prevalentes de acordo com a etnia, como por exemplo o
anticorpo anti-M na populacéo japonesa, que causa uma forma de DHRN retardada, incluindo

supressdo da eritropoiese®?),

O sistema MNS ¢ constituido por os antigénios M, N, S, s e U, entre outros. A DHRN leve a
grave pode ser associada a anticorpos anti-S, anti-s e anti-U. O anticorpo anti-M raramente ¢é
responsavel pela doenca, pois 0s anticorpos sao tipicamente da classe IgM, no entanto na
presenca de um anticorpo anti-M da classe 1gG de alto titulo a 37°C pode provocar DHRN

grave®,
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Os antigénios P1 e P2 pertencem ao Sistema P e encontram-se presente em 79% dos
caucasianos. O antigénio P1 provoca frequentemente anticorpos do tipo IgM em mulheres que
expressam P2, sendo que 0 mesmo nédo se encontra associado ao desenvolvimento de DHRN.
No entanto mulheres com o fendtipo "p" podem produzir o anticorpo anti-P1+P+P(k),

associado a DHRN grave e perda recorrente de gravidez®¥,

O sistema sanguineo Duffy é constituido por cinco antigénios dos quais os Fya e Fyb sdo os
mais relevantes. Os anticorpos do sistema Duffy séo principalmente do tipo IgG, sendo que
geralmente ndo se ligam ao complemento. Ndo ocorrem naturalmente e sdo adquiridos por
exposicdo a transfusdo de sangue, gravidez e transplante. O anticorpo anti-Fya é o mais
comum. Os anticorpos contra os antigénios do grupo sanguineo Duffy estdo associados a
DHRN®4D),

O sistema sanguineo Kidd foi descoberto em 1951 e é composto por 3 antigénios: Jka, Jkb e
Jk3. Os anticorpos do sistema Kidd sdo maioritariamente da classe 1gG sendo que raramente
provocam DHRN severa. A transfusdo intra-uterina pode ser necessaria em casos graves,
embora tal situacdo seja extremamente rara em casos devido a anticorpos do sistema
Kidd®42),

Dos RN em que se verifica incompatibilidade materno/fetal apenas 33% apresentam TAD
positivo, sendo que poucos desenvolveram DHRN®?),
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Tabela 3 - Doenca hemolitica por incompatibilidade RhD vs doenga hemolitica por incompatibilidade ABO®@Y

Doenca hemolitica Rh

Doenca hemolitica ABO

Apresentacgéo Clinica

1° Filho 2a5% 50%

Gravidezes posteriores Mais grave Sem aumento da gravidade
Ictericia Moderada a grave Variavel
Hidrdpsia/nado-morto Mais frequente Rara
Hepatoesplenomegalia Pode ser marcada Minima

Avaliacéo Laboratorial

Mée RhD - O

RN RhD + AouB

TAD Positivo Fracamente positivo
TAI Positivo Geralmente positivo
Anemia grave Frequente Rara

Anemia tardia Frequente Rara

Morfologia eritrocitaria

Macrocitose

Esferocitose

Hiperbilirrubinémia

Marcada

Variavel

2.6. Frequéncia de anticorpos ABO e Rh maternos em RN

A frequéncia de anticorpos ABO e Rh maternos em RN tem vindo a ser estudada nos Gltimos
anos com o objetivo de compreender melhor as incompatibilidades materno-fetais e a

caraterizacdo imuno-hematoldgica das populagdes associadas as mesmas.

O estudo realizado por Reche et Janior®™” investigou a frequéncia dos anticorpos ABO e Rh
maternos em 149 RN com TAD positivo. Desses 149 RN, 7 possuiam o anticorpo anti-D, 78 a
presenca de anticorpo anti-A, 21 a presenca de anticorpo anti-B e 13 a associacdo dos
anticorpos Anti-A + Anti-B. Os restantes RN apresentaram outros anticorpos ou a associa¢ao
entre varios anticorpos. Verificou-se o grupo sanguineo mais frequente foi o A Rh positivo,
contando com um total de 90 RN. A incompatibilidade materno-fetal mais frequente foi a
incompatibilidade ABO, com um total de 99 casos, sendo 78 foram associados a
incompatibilidade AO e 21 a incompatibilidade BO).
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No estudo realizado por Zonneveld et al*® verificou-se que 5,5% dos RN com mées RhD
negativas tinham um TAD positivo, sendo este indicativo da presenca de anticorpos maternos
contra os antigénios fetais. A todos os RN realizou-se o TAD e foram comparados o0s
resultados. Em 232 RN, 19 (8,2%) tiveram um TAD positivo, sendo que 11 dos RN
apresentaram anticorpo anti-D. A prevaléncia de DHRN, com necessidade de tratamento, foi
de 2,2% de todos os RN.

O estudo retrospetivo realizado por Shash et Alkhater®® contou com um total de 65 RN que
apresentaram TAD positivo. O grupo sanguineo materno mais comum foi o grupo O, com um
total de 59 registos. Verificaram-se 55 casos de incompatibilidade ABO (22 por
incompatibilidade AO e 29 casos associados a incompatibilidade BO), sendo que o restante
nimero de incompatibilidades ABO estd associado a outras incompatibilidades materno-

fetais.

Um estudo observacional prospetivo realizado por Talwar et al®® com o objetivo de
determinar a gravidade e o risco de desenvolver DHRN por incompatibilidade ABO em RN
dos grupos A e B nascidos de mées ndo aloimunizadas do grupo O, contou com 260 RN.
Verificou-se a presenca de 84 RN do grupo O, 77 do grupo A e 99 do grupo B. Dos 176 RN

contemplados no estudo, 15 (8,5%) apresentaram um TAD positivo.

Um estudo realizado por Heydarian et al*® verificou a presenca de um total de 355 RN com
incompatibilidade ABO em relacdo a mée. Desses 355 RN, 98 desenvolveram DHRN e 257
RN ndo desenvolveram DHRN. Dos 98 que desenvolveram DHRN, 18,2% (+/-18)
apresentaram um TAD positivo.

Um estudo retrospetivo realizado por Valsami et al® teve como objetivo verificar, num grupo
de RN, a incidéncia de TAD positivo bem como identificar a causa da positividade e
compreender a associagcdo com a hiperbilirrubinemia, necessidade de fototerapia e transfuséo
nos RN. Verificou-se um total de 70 RN com TAD positivo. Sendo que a incompatibilidade
materno-fetal mais frequente foi a incompatibilidade ABO, contando com 64 casos (50 por

incompatibilidade AO, 13 por incompatibilidade BO e 1 por incompatibilidade BA).

Um estudo prospetivo realizado por Bakkeheim et al™ contou com um total de 253 RN de

mées do grupo O. Verificou-se que 155 RN eram do grupo O, 75 do grupo A e 23 do grupo B.
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O TAD foi realizado quando na presenca de RN do grupo A ou B, verificando-se um
resultado do TAD positivo em 39 RN do grupo A e em 23 RN do grupo B.

O estudo realizado por Bhat et Kumar®® teve como objetivo avaliar a morbilidade associada a
incompatibilidade ABO. DRHN por incompatibilidade ABO foi definida em situacdes que se
verificou num RN com grupo sanguineo A ou B, nascido de uma méae com grupo sanguineo O
e com grupo RhD igual, a presenca de TAD positivo e/ou evidéncia laboratorial de hemdlise.
Cento e cinquenta e um RN apresentavam incompatibilidade ABO com as maes, sendo que
foi verificada Incompatibilidade AO em 76 RN e incompatibilidade BO em 75 RN. Foram
considerados 25 RN (16,6%) com DHRN por incompatibilidade ABO, sendo que 16 casos

foram por incompatibilidade AO, 3 com TAD positivo e 9 casos por incompatibilidade BO.
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3. Metodologia

3.1. Tipo de estudo

Esta investigacdo original foi realizada sob a forma de estudo observacional analitico
transversal®® numa populacdo de RN com base no seu estudo imuno-hematol6gico, mais

especificamente a presenca de TAD positivo.

3.2. Local de estudo

O local de realizacéo do estudo foi o Servigo de Sangue e Medicina Transfusional (SSMT) do
Hospital Fernando da Fonseca (HFF). O estudo compreendeu o periodo entre 2017 e 2021 (5

anos).

3.3. Populacédo alvo e estratégia de amostragem

A populacdo alvo do estudo foi composta por RN com TAD positivo, contando com um total
de 133 RN. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude é considerado RN uma crianca
com menos de 28 dias de vida®®. A estratégia de amostragem utilizada neste estudo foi uma
estratégia ndo probabilistica ou de conveniéncia, ndo existindo igual probabilidade de todos
0s RN integrarem parte da amostra, sendo a mesma constituida por todos os RN estudados
pelo SSMT do HFF que apresentaram TAD positivo no periodo compreendido entre 2017 e
2021.

3.4. Critérios de elegibilidade
Critérios de inclusdo: Todos os RN que apresentaram TAD positivo, RN com idade inferior a

28 dias, Andlise de dados referente a 5 anos (2017-2021);

Critérios de exclusdo: RN com TAD negativo, RN com idade igual ou superior a 28 dias.

3.5. Procedimentos

Analise exploratéria de dados recorrendo as estatisticas adequadas de modo a conseguir
calcular prevaléncias, sendo que a mesma é definida como o0 nimero de casos existentes com
uma doenca sobre 0 nimero de pessoas numa populagdo num tempo especifico®”). Neste
estudo a prevaléncia foi calculada através da razdo entre o numero de RN com TAD positivo

que desenvolveram DHRN e o numero total de RN com TAD positivo.
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Para os varios casos de “motivo da positividade do TAD” a prevaléncia foi calculada através
da razdo entre o nimero de casos por respetiva incompatibilidade que desenvolveram DHRN
sobre o numero total de RN com TAD positivo por a respetiva incompatibilidade, de modo a
compreender o peso da incompatibilidade ABO e RhD na populacdo. De modo a
compreender os anticorpos mais prevalentes associados a DHRN, a prevaléncia foi calculada
através da divisdo entre o nimero de vezes que se verifica determinado anticorpo associado a

DHRN e o numero total de vezes que se verifica o respetivo anticorpo na populacéo.

3.6. Instrumentos de recolha / Colheita de dados

Para recolha de dados utilizou-se o sistema informatico “Aplicagdo de um Sistema de
Informacéo a Servicos de Sangue” (ASIS®), com objetivo de verificar todos os RN com TAD
positivo no periodo definido e a informacdo do motivo que levou a positividade do mesmo.
Foram assim obtidas duas tabelas com todos os pedidos realizados durante o periodo em
estudo considerado, uma vez que existem dois campos no ASIS onde € possivel inserir 0
resultado do TAD. Procedeu-se assim a uniformizacdo das colunas de ambas as folhas de
calculo em Excel®, permitindo assim a posterior juncdo dos dados numa s6 folha. Com base
na data de nascimento e data do estudo imuno-hematoldgico foi assim criada uma coluna que
permitiu verificar os dias de vida do RN, garantindo assim a popula¢do com interesse ao
estudo. Foi aplicado um filtro a coluna relativa ao resultado do TAD, permitindo apenas
selecionar 0s que apresentavam resultado positivo. De modo a verificar a presenca de
duplicados foi aplicado um filtro ao nimero de processo, por ordem crescente e uma
formatacdo condicional onde fosse possivel assinalar os duplicados com cor, permitindo
assim que os dados de ambas as tabelas para 0 mesmo RN ficassem juntos, ndo perdendo

informagéo.

Para verificar a presenca ou auséncia de DHRN utilizou-se 0 “Soarian Clinicals®”, sistema
utilizado pelo HFF com acesso ao processo clinico do doente. Para este efeito, foi criada uma
coluna onde constasse o resultado da presenca ou auséncia de DHRN. Foi considerada a
presenca de DHRN sempre que existisse mengdo da mesma no campo diagndstico do Soarian
Clinicals®.

Foi criada uma coluna de ordem no Excel®, permitindo assim associar cada RN a um namero
e eliminadas as colunas com dados identificativos, garantindo assim a confidencialidade e
protecdo de dados. Sendo assim a folha de célculo constituida pelos campos: “numero de

ordem”, “grupo ABO e RhD da mae”, “grupo ABO e RhD do RN”, “anticorpo responsavel
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pela positividade do TAD”, “tipo de incompatibilidade materno-fetal”, “tipo de
incompatibilidade ABO” e “presenga de DHRN”, permitindo assim a comparagdo entre as

variaveis em estudo.

Posteriormente os dados de cada coluna foram convertidos em nimeros e foram transferidos
para 0 software estatistico IBM SPSS 26®“®), onde se procedeu ao tratamento dos mesmos.

Os graficos e tabelas foram realizados atraves do Excel®.

3.7. Variaveis

A variavel dependente neste estudo foi a presenga ou auséncia de DHRN uma vez que esta é
definida em funcdo dos RN com TAD positivo.

As variadveis independentes foram “grupos ABO ¢ RhD dos RN e das maes”, “tipo de
incompatibilidade verificada entre a mée e 0 RN (ABO, RhD ou Outros aloanticorpos), “tipo
de incompatibilidade ABO verificado entre mae e RN (AO ou BO) (grupo do RN / grupo da

maée), “Anticorpos associados a incompatibilidade” (A, B ou D).

3.8. Tratamento e analise estatistica dos dados

Tendo em consideracao a tipologia das variaveis em andlise (qualitativas nominais), recorreu-

se a analise estatistica descritiva.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico IBM SPSS 26®®“®. Foram
calculadas estatisticas descritivas para todas as variaveis e foram utilizadas frequéncias
absolutas e relativas, sendo que para estabelecer a relacdo/associacdo entre as variaveis

dependentes e independentes foram utilizadas tabelas de dupla entrada.

Também foram utilizadas representacfes graficas em barra e circular e medidas de

localizac&o ou tendéncia central (moda) e céalculos de prevaléncias®“’49,

3.9. Consideracdes éticas e legais

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos nacionais e internacionais,
nomeadamente a “Declaracdo de Genebra” (2002), a “Declaracdo de Helsinquia” e emendas
(2008) e a “Convengdo de Oviedo” (1997). O estudo obteve parecer positivo por parte da
Comissdo de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Sadde de Lisboa (Anexo ) e pela
Comisséo de Etica do Hospital Prof. Doutor Fernando da Fonseca, EPE (Anexo 1), local

onde foram recolhidos os dados para elaboracdo do trabalho. Para todos os dados necessarios
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recolhidos para a elaboragéo deste trabalho, foi garantido a confidencialidade e a protegéo de
dados.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacdo imuno-hematologica dos RN e das maes
participantes no estudo

Da anélise do estudo imuno-hematoldgico dos RN, durante o periodo compreendido entre 0s
anos de 2017 e 2021, verificou-se um total de 133 RN com TAD positivo, sendo que dentro
do grupo ABO e RhD a moda foi 0 A RhD+, com um total de 62 RN. Seguido de 46 RN do
grupo B RhD+, 13 do grupo O RhD+ e 8 A RhD-. Relativamente aos grupos B RhD- e AB

RhD+ verificaram-se 2 RN para cada um dos grupos (Figura 3).

Grupo ABO e RhD dos RN

50,0% 46,6%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0% 9,8%

10,0% 6,0%
5,0% 1,5% l 1,5%
0,0% . | |
A+ A- B+ B- O+ AB+
Grupo ABO e RhD

34,6%

Percentagem

Figura 3 - Distribuigdo do Grupo ABO e RhD dos RN

Relativamente aos grupos ABO e RhD das maes, dos 133 RN, verificou-se que o grupo ABO
e RhD mais frequente foi o O RhD+, contando um total de 83 e o0 segundo mais frequente foi
0 O RhD- com um total de 37. Contou-se ainda com 9 mées do grupo A-, 3 do grupo B RhD-
e 1 do grupo AB RhD- (Figura 4).
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Grupo ABO e Rh das maes

70,0%

62,4%

60,0%
50,0%

40,0%

27,8%

30,0%

Percentagem

20,0%

10,0% 6,8%

2,3% 0,7%
0’0% - ]
O+ 0] A- B- AB-

Grupo ABO e RhD

Figura 4 - Distribui¢do do Grupo ABO e RhD das mées

Na tabela 4, onde consta a relacdo dos grupos ABO e RhD dos RN e das maes, verificou-se
que a associacdo mais frequente foi a combinacdo B RhD+/O RhD+, com um total de 40
casos, seguida da combinacdo A RhD+/O RhD+, contando com um total de 39 casos.

Observou-se ainda a existéncia de 18 casos associados a A RhD+/ O RhD-.

Tabela 4 - Relacdo dos grupos ABO e RhD entre os RN e as mdes

Grupo ABO e RhD da mae

Grupo ABO
e RhD do
RN

Relativamente aos anticorpos presentes nos 133 RN com TAD positivo verificou-se a
presenca de anticorpo anti-A em 61 RN, seguido de 44 casos de anticorpo anti-B, 22 de

anticorpo anti-D, 4 de anticorpo anti-A + D e 2 de anticorpo anti-B + D (Figura 5).
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Frequéncia de anticorpos nos RN

50,0% 45,9%
45,0%
40,0%
0,
€ 35.0% 33,1%
& 30,0%
(1]
2 25,0%
Q
g 20,0% 16,5%
& 15,0%
10,0%
5,0% 3,0% 1,5%
0,0% [ | —
Anti-A Anti-B Anti-D Anti-A +D Anti-B+ D

Anticorpo

Figura 5 - Frequéncia de anticorpos nos RN

4.2. Caraterizagao das incompatibilidades materno-fetais

A figura 6 permite verificar que a incompatibilidade materno-fetal mais frequente foi a ABO,
com um total de 105 casos. Verificaram-se 22 casos por incompatibilidade RhD e ainda 6

casos em que se verificou a presenca de incompatibilidade ABO e RhD.

Incompatibilidades materno-fetais

4,5%

HABO mRhD mABOeRhD

Figura 6 - Incompatibilidades materno-fetais

Dos 105 casos de incompatibilidade ABO verificou-se que 61 foram devido a

incompatibilidade AO e 44 devido a incompatibilidade BO (Figura 7).
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Incompatibilidades ABO

mAO mBO

Figura 7 - Incompatibilidades ABO

4.3. Caraterizacdo dos RN que desenvolveram DHRN

4.3.1 Prevaléncia de RN com TAD positivo que desenvolveram

DHRN

Do total de 133 RN com TAD positivo verificou-se que 86 apresentaram DHRN. Na figura 8
pode-se verificar um total de 64,7% de RN com TAD positivo que desenvolveram DHRN no

HFF durante o periodo de tempo entre 2017 e 2021, enquanto resposta ao objetivo geral do

trabalho.

DHRN

HSim ®mNao

Figura 8 - Distribuicdo da populagdo associada a DHRN
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Dos 86 RN que apresentaram DHRN, pode-se verificar na figura 9, que 80 casos foram
associados a incompatibilidade ABO, 5 a incompatibilidade RhD e 1 por incompatibilidade
ABO e incompatibilidade RhD.

Incompatibilidades materno-fetais

5,8% 1,2%

= ABO = RhD = ABO eRhD

Figura 9 - Tipo de incompatibilidade materno-fetal associada ao desenvolvimento da DHRN

4.3.2 Prevaléncia de DHRN associada as incompatibilidades materno-

fetais

Na figura 10 pode-se verificar os resultados dos célculos associados as prevaléncias de RN
com TAD positivo por incompatibilidade ABO que desenvolveram DHRN e de RN com
TAD positivo por incompatibilidade RhD que desenvolveram DHRN, realizados com base

nos critérios definidos para responder aos objetivos especificos do estudo.

No presente estudo ndo se verificou a presenca de outros alo-anticorpos, pelo que nao foi

possivel realizar o calculo de prevaléncia para este objetivo especifico.
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Prevaléncia de DHRN associada as
incompatibilidades

rsoerhD [N 16,7%

RhD 22,7%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0%

Percentagem

Tipo de incompatibilidade

Figura 10 - Prevaléncia de DHRN associada as incompatibilidades

Dos 80 casos associados a incompatibilidade ABO verificaram-se 45 por incompatibilidade

materno-fetal AO e 35 por incompatibilidade BO (Figura 11).

Tipo de incompatibilidade ABO
associado a DHRN

= AO = BO

Figura 11 - Tipo de incompatibilidade ABO associado a DHRN
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4.3.3 Grupo ABO e RhD dos RN que desenvolveram DHRN

O grupo ABO e RhD do RN mais associado ao desenvolvimento de DHRN foi o grupo A
RhD+, com um total de 40, seguido de 34 do grupo B RhD+. Verificou-se ainda 7 RN do
grupo A RhD-, 3 do grupo O RhD+, 1 do grupo B RhD- e 1 do grupo AB RhD+ (Figura 12).

Grupo ABO e RhD do RN associado a DHRN
50,0% 46,5%

45,0% 39,5%

40,0%

35,0%

30,0%

25,0%

20,0%

15,0% 8,1%

10,0% 35%
5,0% 1,2% ! 1,2%
0’0% [ | —

Percentagem

o+ AB+
54,7% 40,7% 3,5% 1,2%
A B 0 AB

Grupo ABO e RhD

Figura 12 - Associacdo do grupo sanguineo a DHRN

O grupo ABO do RN mais associado ao desenvolvimento de DHRN por incompatibilidade
ABO foi o grupo A, com um total de 45 casos (38 RhD+ e 7 RhD-), seguido de 35 casos do
grupo B (34 RhD+ e 1caso RhD-) (Figura 13).

Grupo ABO e RhD do RN associado a
DHRN por incompatibilidade ABO

47,5%

50,0% o

25.0% 42,5%
e 40,0%
@ 35,0%
8930,0%
2 25,0%
@ 20,0%
5 15,0% 8,8%
o 10,0%

0,0% —

A+ A- B+ B-
56,25% 43,75%
A B

Grupo ABO e RhD

Figura 13 - Associagdo do grupo sanguineo 8 DHRN por incompatibilidade ABO
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O grupo ABO e RhD do RN mais associado ao desenvolvimento de DHRN por
incompatibilidade RhD, foi o grupo O RhD+ com um total de 3 casos. Verificou-se ainda 1
caso de um RN do grupo A RhD+ e 1 caso do grupo AB RhD+.

Na tabela 5, onde consta a relagdo dos grupos ABO e RhD dos RN que desenvolveram
DHRN e das maes, verificou-se que a associa¢do mais frequente foi a combinacdo B RhD+/O

RhD+, com um total de 32 casos, seguida da combinacdo A RhD+/O RhD+, contando com
um total de 30 casos.

Tabela 5 - Relacdo dos grupos ABO e RhD entre 0s RN com DHRN e as mées

po ABO e Rh da
Total
A B ® ®
A 1 0 30 9 40
A 0 0 1 6 7
'_' ABO B 0 0 32 2 34
"N : 0 0 1 0 1
O 0 1 2 3
AB 1 0 0 0 1
Total 2 1 64 19 -

4.3.4 Frequéncia de anticorpos associados ao desenvolvimento de
DHRN

Dos 86 RN que apresentaram DHRN em 45 verificou-se a presenca de anticorpos anti-A,
seguido da presenca de 35 RN com anticorpos anti-B e de 5 com a presenca de anticorpos
anti-D. Um RN apresentou anticorpos anti-A + anti-D (Figura 14).
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Percentagem

4.3.

Frequéncia de anticorpos associados
ao desenvolvimento de DHRN

60,0% 52,3%

50,0%
40,7%
40,0%
30,0%
20,0%

10,0% 5,8%
0.0% I

Anti-A Anti-B Anti-D AntiA+D

1,2%

Anticorpo

Figura 14 - Anticorpos associados ao desenvolvimento de DHRN

5 Prevaléncia de anticorpos associados ao desenvolvimento de
DHRN

Na figura 15 pode-se verificar os resultados dos calculos das prevaléncias de anticorpos

associados a DHRN, realizados com base nos critérios definidos para responder aos objetivos

especificos do estudo.

Anticorpo

Prevaléncia de anticorpos associados
a DHRN

Anti-A+D [N 25,0%
Anti-D [ 22,7%
Anti-3 [ 79,5%
Anti-A [ 73,8%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%  90%

Percentagem

Figura 15 - Prevaléncia de anticorpos associados a DHRN
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5. Discussao

Este estudo teve como objetivo estabelecer e compreender a prevaléncia de RN com TAD
positivo que desenvolveram DHRN no HFF, tentando assim perceber qual a importancia do
SSMT enquanto servico responsavel pela realizacdo do TAD e a correlacdo desse resultado no
diagnostico de DHRN.

A literatura descreve que varias incompatibilidades materno-fetais podem levar a positividade
do TAD no RN levando ao desenvolvimento de DHRN, sendo os principais sistemas

envolvidos os sistemas ABO e Rh*17:18),

Neste estudo, constituido por 133 RN com TAD positivo, verificou-se que a positividade do

TAD esteve maioritariamente associada ao sistema ABO.

As variaveis consideradas no estudo foram: grupo ABO e RhD dos RN, grupo ABO e RhD
das maes, tipo de incompatibilidade materno-fetal, tipo de incompatibilidade ABO materno-

fetal, anticorpos associados a incompatibilidade e a presenca/auséncia de DHRN.

A associacao do resultado do TAD positivo ao desenvolvimento de DHRN permite ressalvar

a importancia deste enquanto critério sugerido para o diagnéstico da doenca®.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, e no que concerne ao grupo ABO e
RhD, verificou-se que 46,6% dos RN eram A RhD+, 34,6% eram B Rh+, 9,8% eram O Rh+ e
6% eram A RhD-. Quanto aos grupos B RhD- e AB RhD+ verificou-se uma percentagem de
1,5% RN associada a cada um dos referidos grupos ABO e RhD. Os resultados obtidos vao de
encontro aos obtidos no estudo realizado por Reche et Jtnior”, no qual se verificou um total
de 149 RN com TAD positivo, verificando que o grupo ABO e RhD predominante era o A
RhD+. Embora com percentagens diferentes ambos os estudos apresentam a mesma ordem de
frequéncia relativamente aos restantes grupos ABO e RhD, sendo o segundo maior nimero de
RN o B Rh+, seguido do O RhD+, do A RhD- e por fim do AB Rh+.

Relativamente ao grupo ABO e RhD materno mais frequente, verificou-se que o grupo O
RhD+ apresentou uma percentagem de 62,4%, seguido do grupo O RhD-, com um total de
27,8%. Verificou-se ainda que 6,8% das maes era do grupo A RhD-, 2,3% do grupo B RhD- e
0,7% do grupo AB RhD-. Estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Shash

et Alkhater®®, que contou com a presenca de 65 RN com TAD positivo, em que se verificou
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gue o grupo sanguineo materno mais comum foi o grupo O. Na literatura é descrito que a
incompatibilidade ABO é a consequéncia hemolitica mais comum e é quase exclusiva em RN
do grupo sanguineo A ou B nascidos de mées do grupo O®:810.18.20.23.24.3536.38) ' corrohorando
com os dados obtidos em ambos os estudos. Os restantes grupos ABO e RhD maternos nédo
seguem a mesma ordem de frequéncia em ambos os estudos uma vez que, a nivel global, é

verificada uma alteragdo da frequéncia de grupos sanguineos ABO">19),

De acordo com os dados observados na tabela 4, onde se pode observar a relagcdo dos grupos
ABO e RhD entre os RN e as mdes, é possivel verificar que a maior associacdo de grupos
ABO materno-fetal esta relacionada com RN de grupo A ou B, filhos de mées do grupo O.
Este fato é fundamentado pela literatura que refere que o anticorpo anti-A 1gG ou anticorpo
anti-B 1gG ocorre mais comumente nas maes do grupo O do que nas do grupo A ou
B(10.18.20,23,24,34,36,38) T3l achado permite relacionar os grupos ABO e RhD dos RN e das mées
mais associados ao TAD positivo no RN e ao maior risco de desenvolver DHRN, reforgando
a importancia da realizacdo do grupo ABO e RhD durante a gravidez, seguindo as normas e
boas praticas!>?®). Desde modo é possivel identificar as gravidas com maior risco de terem
RN com possibilidade de desenvolver DHRN e, por conseguinte, a vigilancia precoce dos
respetivos RN.

Relativamente a presenca de anticorpos nos RN, verificou-se que 45,9% dos RN
apresentavam anticorpos anti-A, 33,1% anticorpos anti-B e 16,5% anticorpos anti-D. Sendo
que 3% estavam na presenca de anticorpos anti-A + D e 1,5% na presenca de anticorpos anti-
B + D. Estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Reche et Jiniort",
verificando-se em ambos 0s estudos que 0s anticorpos mais associados a positividade do TAD
sd0 0 anticorpo anti-A e o anticorpo anti-B. Na literatura é referido que a incompatibilidade
ABO ¢ a consequéncia hemolitica mais comum e é quase exclusiva em RN do grupo
sanguineo A ou B nascidos de mées do grupo Q“#810182023243536:38) ' corrohorando com 0s
dados obtidos em ambos 0s estudos em que se verifica que 0 maior nimero de casos se

encontram associados a anticorpos do sistema ABO (anti-A e anti-B).

No presente estudo foi possivel verificar que a incompatibilidade materno-fetal mais
frequente foi a ABO, associada a 79% dos RN. Verificou-se ainda que 16,5% estiveram
associados a incompatibilidade RhD e 4,5% dos casos associados a incompatibilidade ABO e
RhD. Estes achados vdo ao encontro dos obtidos nos estudos realizados por Reche et

Janior” e por Valsami et al®® em que se verificou que a incompatibilidade ABO é a mais
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frequente. Relativamente a incompatibilidade RhD verifica-se a presenca de mais 12% dos
casos, no presente estudo, em comparacdo aos apresentados no estudo realizado por Reche et
Janior®", podendo a mesma dever-se ao fato das populacdes em estudo no terem o mesmo
conhecimento acerca da importancia da vigilancia da gravidez e acesso a cuidados de saude

preventivos (profilaxia com imunoglobulina anti-D().

Relativamente ao nimero de casos de incompatibilidade ABO materno-fetal, verificou-se um
total de 105 casos, sendo que 58,1% estavam associados a incompatibilidade AO e 41,9% a
incompatibilidade BO. Os resultados obtidos estdo em concordancia com os obtidos nos
estudos realizados por Reche et Miltn Junior”, Valsami et al® e Bakkeheim et al® em que se
verifica que a incompatibilidade AO é mais frequente. No entanto é possivel verificar uma
diferenca maior entre 0 nimero de casos por incompatibilidade AO e BO nos estudos de
Reche et Janior®™”, Valsami et al® e Bakkeheim et al® do que no presente estudo.
Contrariamente o estudo realizado por Shash et Alkhater®® onde é possivel verificar um
maior nimero de casos associados a incompatibilidade BO, apresentando no entanto uma
diferenca idéntica entre o numero de casos por incompatibilidade AO e BO. A menor
diferenca, apresentada no presente estudo, verificada entre os casos de incompatibilidade AO
e BO, relativamente a maioria dos estudos, pode dever-se ao fato da populacéo servida pelo
HFF ser bastante diversificada relativamente a sua naturalidade (Angolana, Cabo Verdiana,
Brasileira, Mocambicana, Guineense E Sdo Tomense, entre outras), e a consequente alteracéo
nas frequéncias dos grupos sanguineos®'®. Embora as areas servidas pelo local do estudo,
Amadora e Sintra, facam parte da area metropolitana de Lisboa e seja referido por Duran et
al*® que os grupos sanguineos ABO mais frequentes na area de Lisboa s&o o grupo A e o O,
apresentam uma populacdo bastante heterogénea e com grande variedade em relagcdo a sua

naturalidade, segundo o Instituto Nacional de Estatistica®®.

No presente estudo é possivel verificar que 64,7% dos RN desenvolveram DHRN,
verificando-se assim mais casos de RN que desenvolveram DHRN do que casos em que
houve auséncia da doenca, permitindo constatar uma forte relacdo entre o TAD positivo e 0
desenvolvimento de DHRN. Dos casos que apresentaram DHRN, 93% estiveram associados a
incompatibilidade materno-fetal ABO, 5,8% a incompatibilidade RhD e 1,2% associados a
incompatibilidade ABO e RhD. Estes dados estdo de acordo com a literatura, uma vez que a
introdugdo da profilaxia, nos anos 60, com imunoglobulina anti-D levou a redugdo do nimero

de casos de DHRN por incompatibilidade RhD®"21), Tais factos poderao justificar os achados
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obtidos no presente estudo, em que se verificam mais casos de DHRN por incompatibilidade
ABO do que por incompatibilidade RhD.

Relativamente as prevaléncias associadas as varias incompatibilidades materno-fetais
verificou-se que a incompatibilidade ABO foi responsavel por 76,2% dos casos, sendo a que
apresentou a maior prevaléncia em relacao as trés incompatibilidades verificadas no presente
estudo. A incompatibilidade RhD apresentou uma prevaléncia de 22,7% e a incompatibilidade
ABO e RhD uma prevaléncia de 16,7%. Estes dados vdo ao encontro do que é descrito na
literatura, onde € referido que a imunizacdo RhD durante a gravidez € menos comum quando
existe incompatibilidade ABO entre os progenitores®¥. E estimado que a incompatibilidade
AO, materno-fetal, confere 90% de protecdo e a incompatibilidade BO confere 55% de

protecdo contra a imunizacdo RhD®,

Relativamente as incompatibilidades ABO verificou-se que 56,25% estavam associados a
incompatibilidade AO. No estudo realizado por Bhat et Kumar® também se verificou um
maior numero de casos associados a incompatibilidade AO do que a incompatibilidade BO,
sendo que a diferenca entre 0 nimero de casos em ambas as incompatibilidades é superior no
estudo realizado por Bhat et Kumar®®), Este facto pode dever-se a variacio da frequéncia de
grupos sanguineos verificada de local para local®®® e aos critérios de DHRN definidos por
Bhat et Kumar® que consideram RN com TAD negativo na populacdo que desenvolveu
DHRN, mostrando assim que também é possivel o desenvolvimento de DHRN em RN com
TAD negativo. Este fato pode estar associado a técnica utilizada para a realizacdo do teste, a
qual ndo é referida, visto que é descrito na literatura que o resultado do TAD depende da
guantidade de anticorpos ligados as células e da técnica utilizada para a realizacdo do
mesmo®¥. O método em tubo ndo permite a dete¢do de quantidades menores de anticorpos ao
contrario de outros métodos com maior sensibilidade. Deste modo, é possivel que quando
usada a técnica de referéncia, sejam obtidos resultados de TAD negativo em RN que
apresentem DHRN®),

Embora nos objetivos definidos para a realizacdo deste estudo ndo fosse contemplado o
calculo da prevaléncia da incompatibilidade ABO e RhD a mesma foi calculada uma vez que
se obtiveram casos em que se verificou a presenca de ambas as incompatibilidades. No
entanto, nos casos em que se verificou a presenca de incompatibilidade ABO e RhD néo foi
possivel confirmar a que tipo de incompatibilidade se encontra associada a positividade do

TAD e por consequéncia o respetivo motivo que levou ao desenvolvimento de DHRN.
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Relativamente a caraterizacdo do grupo ABO e RhD dos RN que desenvolveram DHRN é
possivel verificar que 0 mais associado ao desenvolvimento de DHRN é o grupo A RhD+
(46,5%), sequido do grupo B RhD+ (39,5%). Estes grupos sdo representativos de 86% da
populacdo em estudo. Verificou-se que o grupo A RhD- (8,1%) é o terceiro grupo mais
associado ao desenvolvimento da doenca, seguido do grupo O RhD+ (3,5%). A mesma
percentagem (1,2%) é associada aos grupos B RhD- e AB RhD+.

Verificou-se ainda, que os grupos ABO e RhD mais associados ao desenvolvimento de
DHRN por incompatibilidade ABO foram o grupo A RhD+ e o grupo B RhD+,

contabilizando em conjunto um total de 90% da amostra em estudo.

No presente estudo ndo se verificou a presenca de outros alo-anticorpos, pelo que nao foi
possivel realizar o calculo de prevaléncia para este objetivo especifico.

Pode-se verificar na tabela onde consta a relacdo dos grupos ABO e RhD entre os RN com
DHRN e as mées que a combinagdo de grupos mais associadas ao desenvolvimento de DHRN
sdo as mées do grupo O RhD+ com os RN do grupo A RhD+ ou B RhD+. Tal achado é
concordante com a literatura, uma vez que é descrito que a incompatibilidade ABO é a que

mais ocorre e € quase exclusiva de RN do grupo A ou B nascidos de maes do grupo
O(4,8,10,18,20,23,24,35,36,38)

O anticorpo mais frequentemente associado ao desenvolvimento de DHRN foi o anticorpo
anti-A (52,3%), com uma diferenca de cerca de 12% para o anticorpo anti-B (40,7%). Estes
dois anticorpos estdo presentes num total de 93% da populacdo de RN que desenvolveu
DHRN o0 que se encontra em concordancia com a literatura que refere que a DHRN por
incompatibilidade ABO é a consequéncia hemolitica mais comum®&135%) A" restante
percentagem encontra-se associada aos anticorpos anti-D e anti A+D, sendo que existem mais
casos associados ao anticorpo anti-D. Com base nos resultados obtidos para o célculo das
prevaléncias de anticorpos associados ao desenvolvimento de DHRN é possivel verificar que

0 anticorpo anti-B é o que apresenta uma maior percentagem, seguido do anticorpo anti-A.
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5.1. LimitagGes do Estudo

Este estudo traz beneficios para a compreensédo da relacdo do TAD com o desenvolvimento de
DHRN. A par desta mais-valia, salienta-se ainda o facto de ser o primeiro estudo portugués
que contempla o célculo da prevaléncia de RN com TAD positivo que desenvolveram DHRN,
0 célculo de prevaléncias para as varias incompatibilidades materno-fetais, assim como a
determinacdo dos anticorpos mais prevalentes responsaveis pela DHRN, o que reforca a

originalidade deste estudo.

A amostra de um estudo deve ser representativa da populacdo alvo, para que seja possivel
extrapolar os resultados obtidos para a populacdo. No entanto, 0 método de amostragem néo
probabilistico por conveniéncia, utilizado neste estudo, apresenta limitacdes uma vez que cada
elemento da populagdo néo teve igual probabilidade de ser escolhido para integrar a amostra.
Neste sentido, existe a possibilidade da amostra ndo ser completamente representativa da
populacdo alvo. O estudo tem também um numero limitado de participantes ndo sendo
possivel generalizar os resultados para o universo geral, sendo que Sd0 necessarios mais
estudos para alcancar um maior conhecimento nesta tematica. Outra limitacdo verificada é o
facto de ndo ter sido possivel encontrar nenhum estudo com objetivos semelhantes que
permita comparar a populagdo constituida por RN com TAD positivo e o desenvolvimento da
DHRN, impossibilitando a comparacao de todas as variaveis em estudo. Seria interessante a
existéncia de mais estudos em vérios locais, a nivel nacional e internacional, de modo a ser
possivel comparar os resultados obtidos e ter uma nocdo da realidade nos diferentes SSMT.
Durante o processo de recolha de dados podia ter sido interessante 0 acesso a variavel
“naturalidade”, visto que é verificada uma alteracdo da frequéncia de grupos sanguineos ABO
a nivel global, de acordo com Mohamud et al*® e com o National Center for Biotechnology
Information®. A inexisténcia de critérios definidos para o diagndstico de DHRN faz com
que seja dificil uma padronizagdo. Existe um consenso clinico da Sociedade Portuguesa de
Neonatologia®® que refere vérias informacdes relativamente 8 DHRN, nomeadamente desde
o0 tipo de DHRN, orientagdo diagnostica e medidas terapéuticas e de seguimento. No entanto
ndo existe nenhuma informacao relativa ao conjunto de critérios que tém de ser verificados

para ser considerado um RN com DHRN.
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6. Consideracdes finais

O SSMT desempenha um papel fundamental na realizacdo dos TAD aos RN, enguanto meio

complementar de diagnostico da doenca.

O principal objetivo deste estudo foi perceber qual a prevaléncia de RN com TAD positivo
que desenvolveram DHRN no HFF durante o periodo de tempo compreendido entre 2017 e
2021, assim como, a relagdo da DHRN com o TAD positivo e a sua importancia clinica.
Foram ainda definidos como objetivos especificos a determinacdo da prevaléncia dos RN com
TAD positivo por incompatibilidade ABO, incompatibilidade RhD, incompatibilidade por
outros alo-anticorpos que desenvolveram DHRN, assim como a determinacdo dos anticorpos

mais prevalentes responsaveis pelo desenvolvimento de DHRN.

Verificou-se uma prevaléncia de 64,7% RN com TAD positivo que desenvolveram DHRN,
uma prevaléncia de 76,2% RN com TAD positivo associados a incompatibilidade ABO que
desenvolveram DHRN e 22,7% RN com TAD positivo associados & incompatibilidade RhD
que desenvolveram DHRN. Embora nédo tenha sido contemplado nos objetivos do estudo,
verificou-se ainda uma prevaléncia de 16,7% de casos associados a incompatibilidade ABO e
RhD. Nao se verificou a presenca de nenhum caso associado a outros alo anticorpos, pelo que

ndo se realizou o calculo da prevaléncia.

O anticorpo mais prevalente foi o anticorpo anti-B com 79,5%, seguido do anticorpo anti-A
com 73,8%. Verificou-se ainda uma prevaléncia de 25% relativamente a associacdo dos

anticorpos anti-A + D e, por fim, com uma prevaléncia de 22,7%, o anticorpo anti-D.

Ndo foi encontrado nenhum estudo que contemplasse 0s mesmos objetivos e/ou com
populacdo inicial idéntica, ndo sendo possivel comparar resultados relativamente ao nimero

de RN com TAD positivo e a sua relagdo com o desenvolvimento de DHRN.

Com a realizacdo deste estudo foi possivel verificar que existe um grande nimero de RN com
TAD positivo que desenvolve DHRN, sendo a incompatibilidade ABO a mais prevalente.
Dentro das incompatibilidades ABO, a incompatibilidade materno-fetal AO é a mais
frequente.

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia do acompanhamento da gravida,
nomeadamente a realizacdo do grupo ABO e RhD, de modo a identificar as gravidas com

maior risco de terem RN com possibilidade de desenvolver DHRN, permitindo assim uma
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vigilancia maior dos mesmos, contribuindo para a melhoria continua na prestacdo de cuidados
de salde ao RN e a gravida.

Este estudo tem ainda uma grande importancia clinica uma vez que reforca a necessidade de
uma vigiléncia efetiva das gravidas consideradas de risco, assim como a realizacéo do estudo

imuno-hematolégico, incluindo o TAD, dos respetivos RN, que podem ou ndo desenvolver
DHRN.

Futuramente, este estudo poderd ser uma mais valia no sentido de estimular a replicacdo do

mesmo em varios SSMT, permitindo assim a comparacéo de resultados.
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REFERENCIA INTERNA DO PROJETO: CE-ESTeSL-N°. 105 -2022 - Tiago Cardoso

TITULO DO PROJETO: Recém-nascidos com teste de antiglobuling humana direto positive que desenvolveram doenga hemelitica Prevaléncia no HFF
Tipo de Projeto/Estudo: Investigagic 22 ciclo

INVESTIGADOR/A REEPOHS.&'I:’EL‘Tlagu Miguel de Matos Cardoso

Equipa: Profi. Doutora Ana Sofia Tavares - ESTeSL

INEITI'I.III;E.G PROMOTORA: Escola Superior de Tecnologia da Satde do Instituto Politécnice de Lisboa

Instituigio(des) envolvidas: Hospital Prof. Doutor Fernande da Fonseca, EPE ; ESTESL-IPL;

Exma. Senhora Prof. Ana Tavares Dias
Exmo. Senhor Dr. Tiago Cardoso, estudante de mestrado

A Comisso de Etica da ESTeSL (CE-ESTeSL) considera que se frata de um estudo pertinente do ponto de vista cientifico, sendo um estudo retrospetivo em que
os dados necessarios recolhidos para a elaborag&o do trabalho garantem o anonimato e a confidencialidade. Possul também um parecer positivo da CES-HFF
onde zerd realizado o estudo.

A CE-ESTeSL aprovou por unanimidade a emissdo de parecer favoravel. N&o obstante, & como recomendagao, sublinhamos a salvaguarda de que os dados ssjam
ancnimizades previamente a serem enfregues ao investigador.

Lembramos que todos os estudos que envolvem a autorizagio dos parficipantes e a recolha de amosiras e dados anonimizados efou codificados t8m de cumprir
com o estabelecido no Regulamento Geral sobre a Protegéio de Dados de 27 de abril de 2016.

Por Gltimo, soficita-se que, ao abrigo do art® 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril e do disposto no n® 23 da atual verséo da Declaragio de Helsinquia, seja dado
conhecimento & CE-ESTeSL do relatorio final, com as conclusbes do estudo, bem como de evenfuais alteragdes ao profocolo de investigagdo e demais
informagdes fidas por relevantes.

Aprovertamos ainda para desejar o maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.

Com os melhores cumprimentos

Rute Borrego

 BOAS
L FESTAS

: Comissdo de Etica da E5TesL

Rz Bomega | Professo Adjunta
Pregiterie da Comiss3 e Efica

P D. Jodo I, lote 469,01 Parque das Nagles
1980-095 Lishoa | Porugal
Langeinpgestcamapleg 00l

+351 216080447



Anexo Il — Parecer da comissao de ética do HFF

48



% ICAEPITAL FROFESS0R
A0OUTOR FERMANDD FOMSECA

PARECER DA COMISSAOC DE ETICA

M2 de identificaciio de registo 54/2032

TIPO DE ESTUDO: ESTUDO CLINICO

Tese de Mestrado

Recém-nascidos com teste de antiglobuling humene direto positivo que desenvolveram doenca
hemalitica - Frevaléncia no Hospital Prof. Doutor Fernando Fonsoca, EPE"

favaravel.

Com cardcter excedonal, a 30 de Jurhe de 2022, tendo parecerss favordveis da UIC {Unidade de
Investigacio Clinica) e do EPD (Encarregado para a Protecio de Dados), estando, a docurnentagio
ertregue, de acordo com as normas de submissHo impestss por esta CE, deliberou-se emitir parecer

Cuvido o Relator, o processo foi votado pa os Membres da Comiss3o de Ctica para a Saude do Hospitzl
Prof, Dr. Fernando Fongeca, EPE a 30 de Junho de 2022:

Presidenta Dra. Teresa Branddo
Yice-presidente Dra, Carla Carnairo
Yogals Dra. Ana Miranda

Dr. Jase Tomd

DOr. \Wasoo Radrigues
Enf.t Sdnla Semido
Pa. Pedro Manteiro

Mals 5o declar que a ComissSo de Etica para z Satce do Hespital Frof. Dr. Fernando Fenseca, FPF, cumpre com as

Marmas da Boa Pridtlea Cl'nlca,

Pelo exposto, emitiv-se a 30 de Junho de 2022, Parecer Favoravel.
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