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Resumo

Introducado: A doenca hemolitica do feto e do recém-nascido (DHFRN) resulta da passagem
transplacentdria de anticorpos maternos da classe IgG, responsdveis pela destruicao de eritrdcitos fetais
e neonatais. Apesar da reducao da incidéncia de casos por anti-D apds a implementacao da profilaxia,
continuam a surgir casos associados a outros anticorpos clinicamente relevantes. Pretendeu-se neste
estudo caracterizar a prevaléncia, os achados clinico-laboratoriais e as intervencoes associadas a
DHFRN numa coorte de recém-nascidos da ULSTS em 2024.

Métodos: Realizou-se um estudo observacional em recém-nascidos (RN), avaliando-se
parametros clinicos e laboratoriais, incluindo grupo sanguineo, teste de antiglobulina direto (TAD), niveis
de hemoglobina e bilirrubina, necessidade de fototerapia e histdria obstétrica materna. Foirealizada uma
andlise estatistica descritiva e inferencial.

Resultados: Foram obtidos 1808 registos de RN e respetivas maes. A idade média das gravidas
neste estudo foi de 31,3 + 5,5 anos, com percentagem de mulheres primiparas de 52,5%, e um total de
7,08% de gravidas que nao tiveram a vigilancia adequada durante a gravidez. A incompatibilidade ABO
entre mae/RN neste estudo foi de 27,09%, com TAD positiva por anticorpos ABO de 3,85%. A
prevaléncia de gravidas com anticorpos anti-eritrocitdrios foi de 1,05%, sendo o anti-D o mais frequente
com 40,91% (n=9). A cobertura profilatica com |g anti-D foi de 85,91% durante a gravidez e de 97,67% no
pos-parto. Verificou-se associacao estatisticamente significativa entre TAD positivo e ocorréncia de
ictericia, bem como necessidade de fototerapia. Os RN com TAD positivo apresentaram niveis de
hemoglobina mais baixos.

Discussao e Conclusao: Os resultados reforcam o papel do TAD como marcador clinico e
laboratorial de hemadlise significativa em RN, permitindo identificar precocemente os que apresentam
maior risco de ictericia e necessidade de terapéutica. A profilaxia com imunoglobulina anti-D continua a
ser uma medida fundamental na reducao da aloimunizacao RhD. Contudo, a presenca de anticorpos de
outros sistemas sanguineos refor¢a a importancia do rastreio universal e da vigilancia pré e pés-natal.
Conclui-se que a DHFRN, embora controlada por estratégias preventivas, permanece uma condi¢ao
clinicamente relevante, justificando monitorizacao e protocolos multidisciplinares que integrem

prevencao, diagnostico precoce e terapéuticas eficazes.

Palavras-chave: Doenca hemolitica do feto e do recém-nascido; hiperbilirrubinémia;

incompatibilidade ABO e Rh; aloimunizacao; profilaxia com imunoglobulina anti-D.
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Abstract

Introduction: Haemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN) results from the transplacental
passage of maternal IgG antibodies, responsible for the destruction of fetal and neonatal erythrocytes.
Despite the reduced incidence of anti-D cases following the implementation of prophylaxis, cases
associated with other clinically relevant antibodies continue to occur. The aim of this study was to
characterise the prevalence, clinical and laboratory findings, and interventions associated with HDFN in
a cohort of newborns at ULSTS in 2024.

Methods: An observational study was conducted in newborns (NB), assessing clinical and
laboratory parameters including blood group, direct antiglobulin test (DAT), haemoglobin and bilirubin
levels, need for phototherapy, and maternal obstetric history. Both descriptive and inferential statistical
analyses were performed.

Results: 1,808 records of newborns and their mothers were obtained. The mean maternal age in
this study was 31.3 + 5.5 years, with 52.5% of women being primiparous, and 7.08% lacking adequate
antenatal surveillance. ABO incompatibility between mother and NB was 27.09%, with ABO antibody-
positive DAT accounting for 3.85%. The prevalence of pregnant women with red cell antibodies was
1.05%, with anti-D being the most frequent (40.91%, n=9). Prophylactic coverage with anti-D lg was
85.91% during pregnancy and 97.67% post-partum. A statistically significant association was observed
between a positive DAT and the occurrence of jaundice, as well as the need for phototherapy. Newborns
with a positive DAT also presented with lower haemoglobin levels.

Discussion and Conclusion: The results reinforce the role of the DAT as a clinical and laboratory
marker of significant haemolysis in newborns, enabling the early identification of those at higher risk of
jaundice and need for therapy. Anti-D immunoglobulin prophylaxis remains a fundamental measure in
reducing RhD alloimmunisation. However, the presence of antibodies from other blood group systems
underscores the importance of universal screening and both antenatal and postnatal surveillance. It is
concluded that HDFN, although controlled through preventive strategies, remains a clinically relevant
condition, warranting ongoing monitoring and multidisciplinary protocols that integrate prevention, early

diagnosis, and effective therapies.

Keywords: Hemolytic disease of the fetus and newborn; hyperbilirubinemia; ABO and Rh

incompatibility; alloimmunization; prophylaxis with anti-D immunoglobulin.
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1. Introducao

A gravidez é um periodo de alteracoes fisioldgicas profundas, marcada pela expectativa do
nascimento. A saide materna e 0 acompanhamento médico sao fatores fundamentais para garantir o
bem-estar da mae e do bebé, desde os primeiros meses de gestacao até ao nascimento. Neste contexto,
é essencial o rastreio e a monitorizacao das gravidas, para a detecao precoce e implementacao de
estratégias preventivas e terapéuticas para a seguranca materno-fetal(1).

Uma das doencas incluida neste rastreio é a doenca hemolitica do feto e do recém-nascido
(DHFRN). Consiste num grupo de patologias em que ocorre destruicao dos eritrdcitos fetais e/ou do
recém-nascido (RN), o que causa hemdlise, anemia e hiperbilirrubinémia, entre outras complicacges. A
DHFRN pode ser distinguida entre etiologia imune ou nao imune, dependendo se é mediada pela
presenca de anticorpos maternos(2). Este trabalho foca-se na DHFRN mediada por anticorpos ouimune.

Nas dltimas décadas, a DHFRN tem sofrido varias alteracoes, devido principalmente aintroducao
da profilaxia com imunoglobulina anti-D (Ig anti-D) para gravidas RhD negativo nos anos 70. Também os
rastreios regulares as gravidas implementados nos servicos de salde e a evolu¢ao da tecnologia e dos
tratamentos permitiram uma modificacdo da abordagem feto-materna no contexto da

aloimunizacao(2,3).

1.1. Fisiopatologia da Doenca Hemolitica do Feto e do Recém-Nascido e Mecanismos

Imunoldgicos

O sistema imunitdrio € um componente essencial do organismo humano, que permite reconhecer
e destruir uma grande variedade de microrganismos invasores, como bactérias e virus, que, de outra
forma, seriam capazes de provocar infecdes prejudiciais para o ser humano. Outra vertente do sistema
imunitario é a vigilancia constante sobre o aparecimento de antigénios estranhos ao prdprio (non-seff),
tendo como objetivo destruir estes antigénios(4,5). Os anticorpos, ouimunoglobulinas (lg), sdo proteinas
plasmadticas que sao produzidas em resposta a estimulagao antigénica. Os anticorpos sao formados por
moléculas funcionais e heterogéneas que se ligam aos antigénios através dos epitopos. Existem cinco
classes de imunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (Figura 1), cada uma com as suas caracteristicas
funcionais e estruturais. Os anticorpos produzidos contra antigénios non-self sao designados de
aloanticorpos e os anticorpos produzidos contra antigénios self sao designados de autoanticorpos(4,5).

As caracteristicas funcionais das imunoglobulinas sao determinadas pela regiao Fc da molécula

(Figura1), podendo existir anticorpos com amesma capacidade de ligacao a um antigénio, mas diferentes
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regioes Fc. Estas regides determinam as propriedades bioldgicas daquele anticorpo, como por exemplo,

permitir a ativacao do sistema complemento por meio dos recetores Fc, o que vai promover a fagocitose

dos antigénios(4,5).
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Figura 1- Classes de Imunoglobulinas (Esquerda) e Estrutura Geral dos Anticorpos (Direita) (6,7)

As imunoglobulinas mais abundantes e com maior efeito protetor sao aIgM e a IgG(4,5).

A IgM é o principal anticorpo secretado para o sangue na fase inicial de uma resposta imune
priméria e tem uma elevada eficiéncia naligacio e ativacio do complemento. E umamoléculaimportante
no combate as infecoes, correspondendo a cerca de 5-10% das imunoglobulinas séricas e é a primeira a
ser sintetizada no RN. No entanto, devido ao seu elevado peso molecular, a IgM esta confinada a
circulagao sanguinea e ndo atravessa a placenta(4,5).

A IgG é a principal imunoglobulina no sangue (70-75%), é produzida durante a resposta imune
secundaria e tém como func¢ao destruir os microrganismos infeciosos. Os anticorpos IgG sao os unicos
que podem atravessar a placenta, uma vez que as células da placenta que estao em contato com o
sangue materno possuem recetores que se ligam a regiao Fc das moléculas de IgG e intervém na sua
passagem para o feto, conferindo imunidade neonatal(4,5). As outras classes de anticorpos nao se
conseguem ligar a estes recetores e, por isso, nao conseguem atravessar a placenta. Esta capacidade
proporciona uma importante linha de defesa contra as infec6es nas primeiras semanas de vida do RN.
Existem quatro subclasses de IgG, que sao semelhantes, mas nao idénticas, na sequéncia de
aminodcidos e nas propriedades gerais. Por exemplo, a IgG3 é a que se liga mais eficazmente ao
complemento, seguida pela IgG1, e foi demonstrado que todas as subclasses, exceto algGe, atravessam

a placenta(2,4,5,8). Sendo assim, as formas clinicamente mais significativas de DHFRN sao causadas



- EscoLa
sosnn

por antigénios do grupo sanguineo que produzam aloanticorpos maternos da classe IgG, sendo que a IgG1

é 0 anticorpo mais abundante nas gravidas, sequido da lgG3(5,8-10).

Uma vez na circulagao fetal, os anticorpos maternos ligam-se aos eritrdcitos fetais positivos para
o0 antigénio em questao, causando um aumento da lise dos eritrécitos, que sao depois eliminados pelo
baco do feto, reduzindo a vida util dos eritrdcitos fetais e causando anemia. A hemoglobina livre,
resultante destes eritrécitos destruidos, € metabolizada em bilirrubina, e uma vez que esta consegue
atravessar a placenta, é conjugada pelo figado materno. A medida que a anemia fetal se agrava, a
hematopoiese fetal aumenta, denominada “eritroblastose fetal”, e os drgaos envolvidos na sintese
extramedular dos eritrdcitos (figado, baco) podem aumentar de tamanho. Eventualmente, se esta
compensacao nao for suficiente, pode causar hidrdpsia fetal, uma condicao que consiste em edemas na
pele e nas cavidades serosas, insuficiéncia cardiaca e até a morte fetal(5,8,9).

Apds o parto, a ligacao com a circulagao materna é cortada, contudo, o aloanticorpo continua em
circulacao no RN, continuando a afetar os seus eritrgcitos e a causar anemia de forma progressiva. No
entanto, a bilirrubina proveniente da destruicao dos eritrcitos pode aumentar rapidamente porque as
vias metabdlicas do figado do RN ainda se encontram imaturas e nao consequem conjugar a hilirrubina
de forma a facilitar a sua eliminacao. Embora a maioria dos casos de ictericia em RN seja benigna, o
tratamento da hiperbilirrubinémia é fundamental no periodo neonatal devido ao risco de encefalopatia
induzida pela bilirrubina. Quando nao tratada atempadamente, pode causar danos irreversiveis no
sistema nervoso central, condicao conhecida como kernicterus. Esta condicao é causada pela deposi¢ao
de hilirrubina no cérebro, podendo levar a paralisia cerebral, disfuncao auditiva, défice intelectual, entre
outros. Em RN de termo, niveis de bilirrubina superiores a 25-30 mg/dL estao associados a um risco
aumentado de kernicterus. Nao ha relatos de kernicterus com niveis de bilirrubina abaixo de 20 mg/dL;
isto deve-se, em parte, a capacidade de ligacao da bilirrubina a albumina circulante, sendo os casos entre
20 e 25 mg/dL de hilirrubina sérica bastante raros(8,9,11-13). No entanto, nos RNs de muito baixo peso,
kernicterus pode surgir com valores tdo baixos como 8-12 mg/dL(13). Na Figura 2, encontra-se um
resumo da fisiopatologia da DHFRN na mae, no feto e no RN.

O anticorpo materno permanece na circulacao do RN durante semanas, ou até meses, apos o
nascimento. Assim, os bebés podem apresentar ictericia tardia (ao fim de algumas semanas) como
também entrar numa fase hipoproliferativa de anemia devido a supressao da eritropoiese(8).

Estao descritos 48 sistemas de grupos sanguineos(15), que se referem aos antigénios presentes
na superficie das membranas dos eritrdcitos e sao herdados geneticamente. O sistema de um grupo

sanguineo consiste num ou mais antigénios sob o controlo de um unico gene ou de dois ou mais genes
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homdlogos. Assim, cada sistema é geneticamente independente de todos os outros sistemas e origina

gue cada eritrdcito apresente uma combinacao de varios antigénios, o que se designa por fendtipo(13).

Aloanticorpos maternos

Mie IgM ¥ q 196G

-] placenta e ra-srsass s %— --------------------------------

Eritrdcitos positivos
para o antigénio

Feto

- Anticorpos anti-K e anti-GP
Hemolise
extra-vascular

Destrui¢do dos
progenitores eritrocitarios

-

fBilimJbiﬂa Eritropoiese Hidropsia * Movimontas fofais
extramedular fetal
{ (ecografia) fVelocidade do fluxo
Aumento do sangumtezo Donol
ﬁgado e do bac;o Insuficiéncia cardiacal (ecogra 1a Dopp er)

\ 4

Recém-nascido | Ictericia

Figura 2 - llustracdo da patogénese da DHFRN na méae, no feto e no recém-nascido (Adaptado de Haas M, et al, 2015.p.100(14))

Para que ocorra a formacao de aloanticorpos anti-eritrocitdrios, a mae tem que entrar em contato
com um antigénio non-self, por exemplo, o feto pode expressar o antigénio, cujo gene foi herdado do pai.
A DHFRN resulta da producao de anticorpos maternos que foram estimulados pela presenca destes
antigénios fetais estranhos. A producao de anticorpos depende de uma variedade de fatores: a
composicao genética dos pais, a antigenicidade de um antigénio especifico e a quantidade real de
antigénio introduzida na circulagao materna(5s).

A hemorragia transplacentdria (HTP) ou hemorragia feto-materna (HFM) é a mistura espontanea
entre a circulacao fetal e materna, pode ocorrer em qualquer fase da gravidez, e a probabilidade de
acontecer aumenta ao longo da gravidez: 3%, 12% e 45% no primeiro, segundo e terceiro trimestres,
respetivamente, embora a quantidade de sangue fetal na circulacao materna seja geralmente muito
pequena e desprezivel(5,8). AHTP é normalmente assintomdtica e pode surgir em qualquer momento da
gravidez, ocorrendo em 75% de todas as gravidezes. A hemorragia significativa, que provocaimunizacao,

normalmente ocorre durante o dltimo trimestre, uma vez que o tecido que separa os vasos placentares

4
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(onde circula o sangue do feto) do espaco interviloso (onde circula o sangue materno) vai diminuindo de
espessura, permitindo trocas de sangue entre a mae e o feto, ou no parto. Os eritrdcitos fetais podem

também entrar na circulacao materna como resultado de perturbacdes fisicas do feto ou placenta,

estando estas causas enumeradas no Quadro 1(5,16-19).

Quadro 1- Causas comuns de eventos de sensibilizacdo e de hemorragia transplacentaria durante a gravidez(5,8,20).

Causas de eventos de sensibilizacao numa gravida

Trauma abdominal Aborto espontaneo ou médico
Gravidez ectdpica Amniocentese ou cordocentese
Parto normal Cesariana

Descolamento prematuro da placenta
Transfusao de eritrécitos ou plaquetas

Ser submetida a cirurgia major

Remocgao manual ou cirdrgica da placenta
Multiparidade

Ter tido um filho do sexo masculino

Morte fetal Hemorragia anteparto

A resposta imunitaria aos antigénios é complexa e nao estd totalmente esclarecida, uma vez que
pode ou nao haver producao de anticorpos ap4s uma exposi¢ao a um antigénio non-self. Sabe-se que o
RhD é o antigénio mais imunogénico, e que 85% dos individuos RhD negativo irao produzir anti-D apds
uma transfusao com eritrdcitos RhD positivo. Embora apenas 0,1a 1 mL de eritrécitos RhD positivo seja
o suficiente para estimular a producao de anticorpos, os volumes de HTP sdo geralmente pequenos, o
que contribui para taxas de aloimunizacao relativamente baixas na gravidez(2,8).

A DHFRN envolve primariamente os grupos sanguineos major ABO e Rh. No entanto, cerca de 50
antigénios dos chamados grupos minor podem estar envolvidos, alguns dos quais podem causar doenca
grave, como demonstrado no Quadro 2(2). O risco de desenvolver DHFRN grave depende de vdrios
fatores, incluindo a classe da imunoglobulina envolvida, a especificidade dos aloanticorpos e o nivel de

expressao do antigénio nos eritrdcitos fetais e noutros tecidos(9).

Quadro 2 - Gravidade da DHFRN e frequéncia da associacdo com os anticorpos mais comuns (Adaptado de Minuk, 2020)(20)

Frequéncia dos Gravidade da DHFRN
antigénig;?f;ﬁdados . Leve Moderada Grave

ABO (A, B) Rh (D, C,c)

Rh (E) Kell (K, k)

MNS (M, S) (a gravidade da Duffy (Fy?, Fy®)
doenca pode variar de Kidd (Jk?, Jk®)
ligeira a grave) Rh (C)
Sem associacao com Lewis (Le? Le?), Ii (1), P (P1),
DHFRN Sem risco, devido a baixa expressao destes antigénios nos eritrdcitos fetais




Os anticorpos podem ser classificados como anticorpos naturais ou irregulares. Os anticorpos
naturais sao aqueles presentes no plasma que nao necessitam de uma sensibilizacao prévia para
existirem em circulagao, como os anticorpos do sistema ABO. Os anticorpos irregulares necessitam de
uma exposicao inicial a um antigénio eritrocitario non-self para desencadear a sua produ¢ao, como por
exemplo, antigénios do sistema Rh, Kell, Duffy, Kidd, entre outros. Nalguns casos, nao se consegue
identificar em que circunstancia ocorreu a exposicao; estes anticorpos podem advir da exposicao de
antigénios ambientais, bacterianos ou viricos, semelhantes a antigénios de um sistema sanguineo(2,13).

Assim, DHFRN por sensibilizacao raramente acontece na primeira gravidez porque 0s novos
aloanticorpos tém maior probabilidade de serem formados apds o parto, onde a respostaimune primaria
reage com a formacao de anticorpos IgM, que nao atravessam a barreira placentaria. Apds a
sensibilizacao materna primaria, a resposta imune secundaria continuara com a producao de anticorpos
IgG, que atravessam a placenta e atingem a circulacao fetal numa gravidez subsequente(2,8).

Num estudo nos Estados Unidos da América (EUA)(21) com mais de 35 mil mulheres em idade fértil,
1,15% destas apresentaram aloanticorpos anti-eritrocitarios. A frequéncia dos anticorpos clinicamente
relevantes encontrada foi: anti-D 18%; anti-E 14%; anti-C 7%; anti-c 5,8%; anticorpos do sistema Kell
20%; do sistema Duffy 5,6%; do sistema MNS 4,7% e do sistema Kidd 1,5%. Nas décadas de 60 e 70, a
frequéncia de anticorpos anti-D era superior a 50%.

Num outro estudo, na Holanda, a prevaléncia de aloanticorpos detetados no primeiro trimestre de
gravidez foi de 1,2%(22). Sequndo Rodrigues et al.(23), que realizou uma revisao sistemdtica de estudos
de prevaléncia publicados entre 2013 e 2023, 0,17% das mulheres grdvidas estavam aloimunizadas e, de
entre as mulheres gravidas aloimunizadas, 36,84% tiveram um bebé com DHFRN. Nesta revisao, o anti-
D foi 0 aloanticorpo mais comum (35,01%), sequido pelo anti-K (14,69%), anti-E (11,21%), anti-c (5,48%),
anti-C (4,93%) e anti-M (2,35%)(23). Um estudo populacional realizado na Suécia(24) demonstrou que a
presenca de anticorpos maternos estava significativamente associada a resultados adversos, tal como

maior risco de parto prematuro ou de parto de um nado-morto.
1.1.1. Doenca hemolitica por incompatibilidade ABO

0 sistema sanguineo ABO resulta da presenca ou auséncia de antigénio A e/ou B na superficie do
eritrocito e da auséncia ou presenca dos anticorpos complementares aos antigénios de superficie que
ocorrem naturalmente. A producao de anticorpos anti-A e anti-B comeca por volta dos quatro ou seis

meses de idade, momento em que ha provavel exposicao a fatores ambientais e bactérias intestinais



com estrutura semelhante aos antigénios A e B. Os antigénios do sistema ABO estao presentes nos
eritrcitos e em vdrios tecidos(2,25).

O sistema ABO é um dos mais importantes na DHFRN pois é a causa mais comum de
incompatibilidade, existindo incompatibilidade de 15% a 25% dos pares mae/RN. No entanto, a DHFRN
por ABO é normalmente moderada ou ligeira devido a alguns fatores: a) os anticorpos anti-ABO sao
predominantemente da classe IgM, ndo atravessando a placenta; b) os antigénios A e B nao estao
totalmente expressos nos eritrécitos do RN na altura do nascimento, o que resulta em menos locais de
ligacao; e c) muitos anticorpos anti-ABO que atravessam a placenta serao absorvidos por outros tecidos.
No entanto, em individuos do grupo O, os anticorpos anti-ABO também incluem IgG, e as maes com
titulos elevados de anti-A e anti-B do tipo IgG podem provocar DHFRN. Por estas razdes, a
incompatibilidade ABO esta maioritariamente limitada a mulheres do grupo O com fetos do grupo Aou B,
originando DHFRN em apenas 3-4% dos casos. A literatura refere a existéncia de casos em maes do
grupo A com um titulo de IgG anti-B elevado, contudo sao casos esporadicos(2,3,5,8,25). Em conjunto,
isto resulta numa baixa taxa de DHFRN grave devido a incompatibilidade ABO, embora a incidéncia de
doenca mais ligeira varie de 1/150 nascimentos a 1/3000 nascimentos, dependendo dos parametros
utilizados para a definicao do caso. A incompatibilidade ABO €, atualmente, a maior causa de DHFRN no
mundo ocidental. Uma vez que os anticorpos ABO maternos estao presentes sem sensibilizacao prévia,
a DHFRN pode ocorrer na primeira gravidez e tem uma taxa de recorréncia de até 87%(2,3,8).

Em contraste com outros aloanticorpos do tipo IgG, a hemdlise grave por incompatibilidade ABO é
normalmente um problema para o RN, e raramente afetam o feto(25). A hemdlise é mais comum com o
anticorpo anti-A, quando comparado com o anti-B(2,3,25). Os RN afetados sao geralmente
assintomdticos ao nascimento, podendo apresentar anemia ligeira e hiperbilirrubinémia, que se
manifesta frequentemente nas primeiras 24 horas de vida. Nos testes imunohematoldgicos, os neonatos
apresentam geralmente, mas nem sempre, um teste de antiglobulina direto (TAD) positivo(13,26). A
proporcao de casos de DHFRN por incompatibilidade ABO com TAD positivo varia de acordo com os
reagentes laboratoriais utilizados(2,3); num estudo de 2005(27), 40% dos bebés que necessitaram de
fototerapia devido a incompatibilidade ABO apresentaram TAD negativo. Estao descritos na literatura
alguns casos raros de hidrdpsia fetal no contexto de aloimunizacao ABO(2,3).

A incompatibilidade ABO associada a incompatibilidade Rh é protetora, dado que os eritrdcitos
fetais na circulacao materna sao rapidamente destruidos pelo sistema imunitario antes de poderem

provocar a sensibilizacao(2).
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1.1.2. Doenca hemolitica por incompatibilidade Rh

O sistema sanguineo Rh é um sistema sanguineo altamente imunogénico, polimérfico e complexo
com 56 antigénios descritos. Os anticorpos mais clinicamente significativos sao contra os antigénios D,
E, e, C ec(13,23). Aexpressao do antigénio D nos eritrdcitos determina a classificacao do individuo em
Rh positivo ou Rh negativo, sendo que prevaléncia de individuos RhD negativo varia com a etnia (15% em
caucasianos)(2,13,28).

Normalmente, o padrao de imunizacao é demonstrado pelo caso de uma mae RhD negativo cuja
imunizacgao primaria foi causada por uma gravidez com um feto RhD positivo, o que estimula a producao
de anticorpos anti-D de baixo titulo, predominantemente da classe IgM. A estimulacdao antigénica
subsequente, como a HTP durante uma segunda gravidez com um feto RhD positivo, pode provocar uma
resposta secundaria, caracterizada pela predominancia de titulos crescentes de anti-D da classe IgG, que
atravessam a placenta e atingem a circulacao fetal, ligando-se aos eritrdcitos fetais que serao destruidos
(hemdlise extravascular). Os casos mais graves podem resultar eminsuficiéncia hepatica, hidrdpsia fetal,
encefalopatia bilirrubinica aguda e kernicterus(2,5).

Até ao inicio da década de 70, o anticorpo anti-D era a causa mais frequente e mais grave de
DHFRN, sendo responsavel por aproximadamente 93% dos casos de doenca hemolitica nao-ABO,
podendo ocorrer isoladamente ou em combinacao com outro anticorpo Rh. Desde o desenvolvimento da
profilaxia com imunoglobulina anti-RhD (Ig anti-D) para prevenir a imunizacao ao antigénio D, a
incidéncia estimada de DHFRN causada pelo anti-D diminuiu significativamente de 1/180 nascimentos
para 1,06/1000 recém-nascidos nos EUA. Atualmente, apesar de DHFRN por anticorpos anti-D ainda
ser a mais frequente e a causar morbilidade e mortalidade fetal e neonatal, os anticorpos anti-c e anti-E
sao também uma das causas mais comuns de doenca hemolitica(2,3,5,8,25).

Apesar da profilaxia com Ig anti-D pré e pds-natal adequada, nos Paises Baixos, 1a 3 em cada
1000 mulheres RhD negativo ainda desenvolvem anti-D. No geral, em toda a populacao de grdvidas, a
prevaléncia de gravidezes sensibilizadas com anti-D é de cerca de 1 em 1000(9,29). Esta profilaxia
também nao protege contra a formacao de anticorpos dirigidos a outros antigénios do sistema Rh(25).
Por outro lado, a combinacao de incompatibilidades em varios antigénios Rh pode ser grave e
potencialmente fatal(2).

Num estudo que analisou mais de 13 mil gravidas aloimunizadas, foram encontrados anticorpos
Rh no plasma de 52,69% destas, sendo o anti-E o segundo anticorpo mais comum do sistema Rh,

seguido do anti-c, anti-C, anti-Cw, anti-e, anti-G, anti-f e anti-Goa(23).



0 anti-c estd presente em cercade 0,07% de todas as gravidezes e esta associado a quadros mais
marcados de hemdlise na DHFRN. O anti-c pode ser dificil de detetar uma vez que s6 apresenta reacao
positiva no teste de Coombs direto num terco destes casos de incompatibilidade(30).

0 anticorpo anti-E esta associado a quadros clinicos de gravidades distintas. Este anticorpo esta
normalmente associado a doenca ligeira pela sua fraca imunogenicidade, mas também estao reportados
casos com hiperbilirrubinémia grave e hemdlise com necessidade de transfusao, o que vem dificultar o
prognéstico da doenca. O anti-E pode estar presente em 1/300 gravidas, ocorrendo a doenca associada

a este anticorpo em cerca de 1/500 casos(25).
1.1.3. Doenca hemolitica porincompatibilidade de sistemas minor

A doenca hemolitica provocada por sistemas minor é rara e envolve geralmente os sistemas Kell
(K, k), MNS (M, S, s), Duffy (Fy?) e Kidd (Jk? Jk®), sendo que a prevaléncia é de cercade 1em 500 gravidezes.
As manifestacoes clinicas sao variadas, com um menor risco de desenvolver doenca grave, mas vai
desde hiperbilirrubinémia ligeira até a hidrépsia fetal com elevada taxa de mortalidade(2,9).

Os aloanticorpos Kell (anti-K) sao a causa mais comum de DHFRN depois dos anticorpos dos
sistemas ABO e Rh, sendo responsavel por cerca de 10% dos casos reportados de doenca grave. No
entanto, apresenta algumas particularidades quando se compara a DHFRN provocada por outros
anticorpos(3,23,25,31). Os antigénios Kell estdo presentes nas células precursoras dos eritrgcitos na
medula dssea, o que provoca a destruicao destas células na presenca dum anti-K, bem como a supressao
da eritropoiese e hemdlise dos eritrdcitos jd@ maduros(2,25). Como estas células precursoras nao
possuem hemoglobina, observa-se uma hiperbilirrubinémia menos significativa, tanto no feto como no
RN, quando comparada com a doenca provocada por outros anticorpos, mas por outro lado, verifica-se
um grau de anemia mais pronunciado. Os sintomas podem desenvolver-se logo no inicio da gravidez,
com possivel aparecimento de hidrdpsia antes das 20 semanas de gestacao, o que leva a uma
necessidade frequente de intervencao in utero(2,3,25,31). Foi também demonstrado que os antigénios
Kell estao presentes noutras células progenitoras mieldides e que a inibicao da proliferacao fetal destas
células pode ser responsavel pela trombocitopenia e leucopenia por vezes observadas nos RN(3).

Outra inconsisténcia na DHFRN por anti-K é a falta de correlacao entre o titulo do anticorpo
materno e o grau de anemia fetal/gravidade clinica da doenca hemolitica, o que torna a avaliacao destas
gravidezes mais complicada. Normalmente, um titulo de 4 identifica um risco grave de DHFRN, mas
casos graves ocorrem com titulos anti-K mais baixos. Assim, qualquer gravidez com presenca de anti-K

deve ter um acompanhamento diferenciado quando nao é possivel prever o fendtipo do feto(3,23,31).



O sistema MNS é considerado clinicamente insignificante, uma vez que os anticorpos sao,
maioritariamente, da classe IlgM e reagem apenas a temperaturas inferiores a 37°C (reatividade 6tima a
4°C). No entanto, podem ter uma componente IgG que atravessa a placenta e causa DHFRN(9,32,33). 0
anti-M é o anticorpo mais comum deste sistema e é frequentemente encontrado em mulheres gravidas
como um anticorpo natural da classe IgM. Os anticorpos anti-M IgM sao detetados em 10% das gravidas
com teste de Coombs indireto positivo, mas apenas 0,01% a 0,7% das gravidas desencadeiam anti-M da
classe lgG capaz de atravessar a placenta(9,25,32,33). Afisiopatologia do anti-M é semelhante a do anti-
K, podendo causar anemia hipoproliferativa prolongada devido a supressao da eritropoiese fetal. Assim,
recomenda-se que 0s RN sejam monitorizados quanto aos sintomas de anemia até aos 2 meses de
idade(23,25,32). 0 anti-N nao esta geralmente associado a DHFRN(13). J4 os anticorpos anti-S e anti-s
sao, maioritariamente, da classe IgG, e podem provocar DHFRN grave e fatal(13,25).

No sistema Duffy, o anti-Fy®é um anticorpo relativamente comum, comparativamente com o anti-
Fy®, que é 20 vezes menos comum que o primeiro. Estes dois anticorpos podem induzir DHFRN ligeira a
grave, sendo que o anti-Fy? estd associado a uma doenca mais grave comparativamente ao anti-Fy®, que
tende a ser mais leve e rara(9,13,25).

Os antigénios do sistema Kidd (principalmente, Jk® e Jk®) sao bastantes imunogénicos, no entanto,
o titulo dos anticorpos correspondentes geralmente diminui para niveis indetetdveis no plasma, sendo
necessario especial atencao para estes doentes, principalmente se forem transferidos para outro
hospital sem a histdria clinica relevante. Apesar do potencial hemolitico destes anticorpos, raramente
causam DHFRN grave(13,23,25).

Também é possivel ocorrer a presenca de multiplos anticorpos no plasma materno. Isto representa
um risco aumentado de desenvolver DHFRN(23,34). Um estudo em Israel mostrou que 15% das gravidas
aloimunizadas tinham mdiltiplos anticorpos e que 6,8% destas desenvolveram doenca grave, o que pode
indicar que a presenca de miuiltiplos aloanticorpos maternos pode aumentar a gravidade da DHFRN(34).
Alguns anticorpos podem tambhém aparecer em combinacao regular, por exemplo, anti-c pode aparecer
muitas vezes associado ao anti-E, e o anti-K ao anti-E(25).

Existem ainda varios anticorpos que sao prevalentes nas gravidas, mas que nao sao clinicamente
relevantes. Ou porque nao atravessam a placenta (anticorpos do sistema Lewis ou P1Pk que sao
maioritariamente da classe IgM) ou porque os antigénios correspondentes ainda nao se encontram
desenvolvidos nos eritrdcitos do RN, pelo que nao conseguem provocar DHFRN mesmo que sejam da

classe IgG e com titulos elevados (por exemplo, sistema Lutherano)(9,13,25).

10



1P.PORTO EEE%?‘SE
1.2. Diagnodstico

1.2.1. Diagndstico Pré-natal

Como parte da rotina pré-natal e de acordo com as guidelines em vigor da Direcao Geral de Satide
(DGS)(1) (Anexo 1), deve fazer-se a determinacao do grupo sanguineo ABO e RhD em todas as gravidas
na primeira visita pré-natal, bem como o teste de Coombsindireto ou pesquisa de anticorpos/aglutininas
irregulares (PAI). Estes exames laboratoriais assumem um papel importante na grévida, nomeadamente
para as mulheres RhD negativo, que devem realizar a profilaxia anti-RhD, e aquando da presenca de
anticorpos anti-eritrocitarios, devem ser tomadas medidas de intervencao fetal se necessario(1,20,35).
Também é bastante importante estabelecer a histdria clinica da gravida, uma vez que pode ajudar no
rastreio de fatores de risco que predisponham a sensibilizacao das grdvidas, tal como gravidezes prévias,
abortos, transfusoes sanguineas, histdria prévia de um neonato com DHFRN, e eventos que possam
provocar HFM, tal como amniocentese ou trauma(25,36).

A determinacao do grupo sanguineo ABO € essencial, especialmente se amae for do grupo O. Para
adeterminacao RhD, é necessario ter atencao as variantes D, uma vez que podem causar discrepancias
na prova sérica. E relevante fazer a genotipagem destas gravidas para que sejam tomadas decisdes
informadas e diminuir a necessidade de administracao de Ig anti-D(13,35,36).

O teste de Coombs indireto permite aferir a existéncia de aloimunizacao, e, em Portugal, é
recomendada a sua realizacao por volta das 12 semanas de gestacao e, posteriormente, entre a 24-282
semana de gestacao, inclusive nas gravidas RhD positivo, uma vez que estas tém a mesma probabilidade
gue as mulheres RhD negativo de formar anticorpos, para além do anti-D(1,20,35). Apds as 28 semanas,
nao é necessario fazer a PAI pois os anticorpos detetados apenas no terceiro trimestre ndao causam
DHFRN, uma vez que provavelmente foi uma sensibilizacao recente, e portanto, encontram-se na fase
inicial de uma resposta imune primdria com secrecao de anticorpos IgM(4,5,14,35). Caso a PAI seja
negativa nestes dois momentos de avaliacao, nao é necessdrio fazer mais nenhum exame laboratorial.
Para as gravidas RhD negativo, é necessario garantir que a PAI seja efetuada por volta das 28 semanas
e antes da administracao da Ig anti-D, pois esta administracao vai dar origem a uma PAl positiva, e como
nao é possivel distinguir um anti-D profilatico de um anti-D imune, existird sempre duvidas neste aspeto.
Caso ocorra algum evento de potencial sensibilizacao, como trauma abdominal ou descolamento da
placenta, a PAl deve ser repetida, mesmo em grdvidas RhD positivo(19,20,35).

Caso a PAI seja positiva, é necessadrio realizar testes adicionais - identificacao de anticorpos

irregulares (IAl) - para identificar o anticorpo, determinar a sua especificidade (se é clinicamente

N



significativo) e concentracdo e a probabilidade de causar DHFRN(8,20,35). Caso este ndo seja
identificado, as amostras da gravida podem ser enviadas para um centro de referéncia para concluir esta
investigacao. Quando um anticorpo é detetado, é necessario quantifica-lo através do teste de titulacao
de anticorpos e esta monitorizacao € realizada uma vez por trimestre se o titulo for inferior a 16 e a cada
guatro semanas se o titulo for superior a16(2,8,20).

Otitulo do anticorpo ajuda na estratificacao adicional do risco, embora sejaimportante terem conta
a natureza relativamente subjetiva destes ensaios. O nivel do titulo nao corresponde nem prevé o
desfecho clinico do feto ou do RN; funciona, sobretudo, como um teste de rastreio que indica se existe
risco de DHFRN(8,20). Assim, os laboratdrios estabelecem titulos criticos de anticorpos a partir dos quais
se considera que a sua forca pode causar anemia fetal significativa (valores de 16 a 64 sao habitualmente
usados) ou se aumentar rapidamente entre medicdes, devendo a grdvida ser referenciada para uma
equipa de ohstetricia de alto risco, para monitorizacao continua. Contudo, um anti-K materno com titulo
relativamente baixo (por exemplo, 4) pode causar anemia hipoproliferativa grave. Técnicas alternativas
de determinacao da forca dos anticorpos, como a citometria de fluxo, podem ser mais precisas do que a
titulacao convencional(8,20).

Certos anticorpos, como anti-D, -c e -K, estao implicitos na DHFRN e a mae requer intervencao
pré-natal com monitorizacao mais intensiva. O anti-K requer atencao especial uma vez que provoca
supressao da eritropoiese no feto, necessitando assim que a mae seja sequida por uma equipa
especializada e monitorizacao mais apertada, com ecografia Doppler, por exemplo. Outros anticorpos,
como anti-l, -P1, -Le® e -Le®, ndo sao da classe IgG ou os antigénios correspondentes nao estao
completamente desenvolvidos a nascenca, podendo assim serignorados uma vez que muito raramente
provocam DHFRN(8,20,35) (Quadro 2).

E benéfico conhecer o fenétipo dos antigénios fetais das gravidas aloimunizadas, particularmente
se for com anti-D. Se o feto for RhD negativo, nao corre risco de desenvolver DHFRN e nao sao
necessarios outros procedimentos; se for RhD positivo, pode ser providenciada a gestao adequada de
uma gravidez de risco(37). Para evitar alguns destes transtornos para a gravida e para o feto, pode-se
determinar o grupo sanguineo paterno de modo a prever o risco de o feto herdar o antigénio
correspondente ao anticorpo presente na mae (Quadro 3). Caso o pai seja positivo para o RhD, o teste
seroldgico paterno por si s6 nao consegue prever o nimero de genes RhD que o progenitor vai transmitir
a descendéncia devido a sua complexidade genética, sendo assim necessario realizar genotipagem
paterna no caso da sensibilizacao materna anti-D. No entanto, é necessario reconhecer que existe um

potencial para identificacao errada do pai e dos riscos que isso acarreta para o feto(8,20,35).
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Quadro 3 - Testes de paternidade para tipagem sanguinea (Adaptado de Minuk 2020 e Fasano 2016) (20,38)

Testes de paternidade para determinacao sanguinea ‘

Nao ha expressao paterna do antigénio O feto nao estd em risco de DHFRN
Expressao homozigética paterna do antigénio O feto tem 100% de risco de DHFRN
Expressao heterozigética paterna do antigénio 0 feto tem 50% de hipéteses de estar em risco de DHFRN

Também € possivel determinar o gendtipo do feto através da Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR - Polymerase Chain Reaction) quando for clinicamente relevante, por exemplo, quando a mae
possui um alto titulo do anticorpo, o pai é heterozigdtico para o antigénio em questao ou a mae possua
uma histdria anterior de DHFRN(8,20,35). Material genético para a realizacao da genotipagem fetal pode
ser obtido através de amniocentese, de uma hiépsia das vilosidades coridnicas (Anexo 1) ou de colheita
de sangue do cordao umbilical. No entanto, estas sao técnicas invasivas, que acarretam um pequeno
risco de aborto espontaneo (0,5% a 1%) e de provocar HFM (17% na amniocentese), podendo agravar o
titulo do anticorpo(8,20,35). S6 se utilizam estas técnicas para obtencao de acido desoxirribonucleico
(ADN) fetal quando existe uma outra indicacao para a sua aplicacao; assim, estas técnicas sao realizadas
para determinar o grau de anemia fetal quando a gravida atingiu um titulo de anticorpos critico, sabendo-
se que o feto € positivo para o antigénio e tem como objetivo estabelecer uma terapéutica adequada(17).

No final da década de 90, foi desenvolvido um procedimento nao invasivo em que se obtém ADN
fetal a partir de amostras de sangue materno através de uma venopuncao. Este procedimento baseia-se
na presenca de ADN fetal livre de células (cff DNA - cell-free fetal DNA) na circulagao materna, libertado
pela apoptose dos trofoblastos vilosos da placenta, a partir do primeiro trimestre(8,20,35,37,38). Por
volta das 20 semanas de gestacao, este cff DNA esta presente em quantidade suficiente no plasma
materno para fazer a determinacdao do gendtipo fetal através de PCR em tempo real com primers
especificos para os antigénios de interesse. Este ADN tem uma meia-vida de 30 minutos, o que significa
que ADN de fetos em gravidezes prévias nao afetara os resultados(2,37,38).

Atualmente, este procedimento possibilita a genotipagem dos antigénios fetais D, C, ¢, E, Kell e de
outros antigénios minor em maes aloimunizadas, tendo-se tornado o padrao em varios paises pela sua
facilidade de obtencao e elevada sensibilidade, com reduzida taxa de falsos negativos. Tal deve-se ao
aperfeicoamento das técnicas automatizadas de extracao de ADN e a um conhecimento mais
aprofundado da constituicao genética dos antigénios, em particular do RhD(2,8,20,35,37,38).

Quando se consegue confirmar a presenca do antigénio em questao, é necessario fazer a
monitorizacao dos fetos com risco de doenca hemolitica grave. Atualmente, esta monitorizacao é

sustentada por métodos nao invasivos, nomeadamente, a medicao seriada do pico de velocidade
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sistdlica na artéria cerebral média (MPS-ACM) com doppler, que permite avaliar o grau de anemia fetal
(Anexo I11)(2,39). Esta demonstrado que a MPS-ACM reduz a necessidade de procedimentos invasivos,
como a amniocentese e a cordocentese, em mais de 70% e, de facto, substitui-os, porque nao existem
praticamente riscos para o feto ou para a mae com este método e porque as medicoes da velocidade
sistdlica maxima da ACM demonstraram ter uma avaliagao mais precisa da anemia fetal do que as
medicdes indiretas da bilirrubina do liquido amnidtico obtidas da amniocentese(38-40). A cordocentese
para determinar a hematdcrito s6 esta indicada nos casos de ascite ou quando a velocidade sistdlica se
encontra acima do normal(8,40). Os estudos da MPS-ACM podem ser efetuados a partir da 182 semana
de gestacao, mas nao sao fiaveis apds a 352 semana de gestacao e devem ser efetuados a cadal1a 2

semanas para estratificar o risco(8,13,39).
1.2.2. Diagnostico Pés-Natal

O diagndstico ps-natal da DHFRN assenta-se nos seguintes exames laboratoriais: determinacao
sanguinea ABO e RhD e TAD no sangue do cordao umbilical ou sangue venoso do RN; hemograma com
reticuldcitos e esfregaco de sangue periférico; e analise bioquimica do sangue do cordao umbilical ou
sangue venoso com doseamento da bilirrubina total e direta(2).

Normalmente, quando a mae é RhD negativo ou tem PAI positiva, faz-se a colheita de sangue do
cordao umbilical do RN durante o parto para a determinacao do grupo sanguineo e TAD. Caso contrdrio e
0 RN seja saudavel e sem ictericia, limita-se as colheitas sanguineas ao estritamente necessario. Neste
caso, quando surge alguma suspeita clinica depois do parto, como o aparecimento de ictericia, faz-se a
colheita de sangue ao RN, que deve incluir hemograma, bilirrubina total e direta, grupo sanguineo e TAD
para despiste de patologias(19,36,41).

A determinacao ABO e RhD é importante para os casos de incompatibilidade ABO e Rh,
especialmente se a mae for do grupo O e/ou RhD negativa, para tomada de decisao para o tratamento e
profilaxia. Caso a mae possua um anticorpo que nao anti-D, é necessdrio realizar a fenotipagem do
antigénio ao RN correspondente ao anticorpo que esta associado a doenca(2,25).

Se a TAD é positiva, confirma-se a presenca de anticorpos nos eritrécitos do RN. No entanto, na
aloimunizacao ABO, o teste é fracamente positivo ou mesmo negativo; apenas 20-40% dos RN
apresenta TAD positiva aquando da incompatibilidade ABO. A TAD também pode ser negativa quando a
DHFRN é provocada por anti-c ou anti-C(2,12,39). Caso o grupo sanguineo e PAIl da mae nao sejam
conhecidos, é necessario fazer esta determinacao pds-parto, de modo a correlacionar com 0s

resultados(36). Ainda, a sequir a uma TAD positiva, faz-se o estudo monoespecifico, que consiste em
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reconhecer a presenca de IgG, IgA, IgM e proteinas do complemento: C3, C3c e C3d, que estejam a
sensibilizar os eritrécitos(42). O préximo passo € arealizacdo de uma eluicao ou eluado em que o objetivo
é recuperar o anticorpo ligado aos eritrécitos numa forma utilizavel, ou seja, intacto. O eluado vai alterar
a termodinamica das reagdes antigénio-anticorpo, libertando assim o anticorpo para permitir a sua
identificacdo com uma PAl e, caso seja reativo, uma IAI(13).

E normal que a hemoglobina de um RN diminua durante os primeiros meses de vida, possivelmente
causada por uma diminuicao da eritropoiese, como resultado do aumento da saturacao de oxigénio no
sangue apos o inicio da respiracao pds-parto. A diminuicao da hemoglobina é ainda mais acelerada na
DHFRN, em parte devido ao aumento da destruicao dos eritrécitos, mas também porque a eritropoiese é
suprimida enquanto a hemoglobina estiver acima de 10 g/dL(12). 0 hemograma é entao essencial para
reconhecer a presenca de anemia e o esfregaco de sangue periférico (ESP) pode confirmar apresenca de
hemdlise aloimune. Alguns anticorpos suprimem a eritropoiese, por isso também é importante fazer a
contagem de reticuldcitos, que estarao diminuidos nesta situacao; normalmente, os reticuldcitos estao
aumentados, refletindo o estado da eritropoiese. A presenca de esferdcitos também pode ser observada
na DHFRN por incompatibilidade ABO(3,12,18,43).

Outra consequéncia decorrente da hemdlise € o aumento da bilirrubina total sérica (BT),
denominado hiperbilirrubinémia, e da bilirrubina direta (BD). No entanto, na maioria das vezes, a
hiperbilirrubinémia nao esta associada a uma patologia subjacente, mas sim é considerada uma
manifestacdo de ictericia fisioldgica, causada pelas sequintes situacoes:

e Aumento da producao de hilirrubina, uma vez que os RN produzem 2 a 3 vezes mais bilirrubina do
que os adultos, devido a maior concentragao de eritrgcitos e a menor vida média destes(11);

e Reducao da depuracao da bilirrubina, que resulta da imaturidade das enzimas hepaticas; a
atividade da enzima uridina difosfato-glucuroniltransferase (UGT) s6 comeca a funcionar a partir
do 32 dia de vida do RN e ao 72 dia, corresponde a apenas 1% da encontrada em adultos(11,12);

e Aumento da circulagao entero-hepatica, onde existe reabsorcao da bilirrubina no intestino,
contribuindo para a sua elevacao no organismo(11).

Um aumento da BT sérica superior a5 mg/dL em 24 horas num RN de termo é um indicador de um
processo hemolitico, bem como o aparecimento de ictericia nas primeiras 24 horas de vida. A hemdlise
nem sempre resulta de DHFRN, podendo ser causada por vdrias outras condicoes. Independentemente
da sua causa, a hemdlise leva inevitavelmente a um aumento dos niveis de BT. Contudo, a capacidade de
excrecao da hilirrubina é independente do processo hemolitico(11,12). Dai ser necessdrio também o

doseamento da BD, para excluir outras patologias, como atresia hiliar ou colestase patoldgica(44).
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A BT pode ainda ser estimada através da medicao da bilirrubina transcutanea (BTc). Esta é usada
como método de rastreio, porque é um método valido e fidvel paraidentificar RN que necessitam de uma
medicao de BT sérica. Os dispositivos que avaliam a BTc medem a tonalidade da luz refletida transmitida
pela pele e utilizam um algoritmo para prever o nivel de BT sérica. Desta forma, hd uma diminuicao dos
pedidos de BT ao laboratdrio e da necessidade de flebotomias (em até 50%)(11,12,44,45). As
determinagoes da BTc ou da BT devem ser realizadas entre as 24 e as 48 horas apds o nascimento do
RN ou antes da alta(11,44,45). Uma taxa de aumento rapida da BTc ou BT (>0,3 mg/dL por hora nas
primeiras 24 horas ou >0,2 mg/dL por hora posteriormente) pode indicar risco de desenvolver
hiperbilirrubinémia e sugere hemdlise(44,46).

Existem outras patologias que podem provocar hiperbillirubinémia e anemia no RN, por isso é
importante realizar o diagndstico diferencial da DHFRN. Normalmente, o diagndstico definitivo da
DHFRN é feito por uma TAD ou PAI positivas; no entanto, podem haver resultados falsos-negativos
(principalmente na incompatibilidade ABO) que levam a necessidade de um diagnéstico diferencial. E
também importante compreender que um RN pode apresentar multiplas doencas, e que a ictericia ou
anemia podem ter mais de uma causa, podendo o quadro clinico ser mais grave devido a presenca

simultanea de varias etiologias(25,27).
1.3. Estratégias de Prevencao

As estratégias de prevencao da aloimunizacao materna podem ser divididas em prevencao
primaria e secundaria(13,47).

A prevencao primaria visa evitar a exposicao de mulheres em idade fértil a antigénios eritrocitdrios
estranhos, recorrendo preferencialmente a transfusées com eritrdcitos e plaquetas RhD negativo caso a
mulher seja RhD negativa. Outra estratégia é o uso de eritrdcitos negativos para o antigénio K e,
potencialmente, a compatibilizacao para antigénios adicionais como o C, e, c e E. Estudos mostram que a
aloimunizacao estd associada tanto a gravidezes prévias como a transfusoes, e que a compatibilizacao
fenotipica de antigénios Rh e K em mulheres em idade fértil poderia prevenir até 40% dos casos de
DHFRN. Assim, em muitos paises europeus, é standard fazer a determinacao do fenétipo Rh e K das
mulheres em idade fértil e fornecer transfusdes isogrupais para evitar estas situacdes(13,47).

A prevencao secunddria baseia-se, essencialmente, na profilaxia com Ig anti-D. Sem profilaxia,
mesmo em gravidezes sem intercorréncias, cerca de 2% das mulheres RhD negativo desenvolvem
sensibilizacao ainda antes do parto, e aproximadamente 16% sensibilizam-se durante o parto. Com a

profilaxia durante a gravidez e apds o parto, hd uma redugao da aloimunizagao RhD para 0,1%(19,47). A
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relacao custo-beneficio é favoravel se se considerar as mortes fetais e neonatais evitadas, as
morbilidades prevenidas, o tratamento fetal e neonatal necessarios, e também os custos indiretos
associados as consequéncias emocionais e familiares decorrentes desta doenca(19).

0 mecanismo exato de atuacao da Ig anti-D ainda nao esta bem esclarecido, mas acredita-se que
tem um efeito imunomodulador que suprime a resposta imunitaria de uma mae RhD negativa exposta a
eritrgcitos fetais RhD positivo, e induzindo uma eliminacao rapida destes(14,19,22,47).

Inicialmente administrada a todas as mulheres RhD negativo, atualmente a Ig anti-D pés-parto é
apenas indicada para aquelas que tém fetos RhD positivo. A introducao da genotipagem do gene RHD
permitiu clarificar as recomendac6es para a administracao da Ig anti-D, mostrando que mulheres com
variantes D fraco tipo 1, 2 ou 3 devem ser consideradas RhD positivo e nao necessitam de Ig anti-
D(13,47).

Atualmente, poe-se em causa a administracao de Ig anti-D durante a gravidez a mulheres RhD
negativo cujos fetos também sao RhD negativo (cerca de 38%)(48). Contudo, ainda nao existe uma
metodologia suficientemente segura, fidvel e rapida para a genotipagem fetal de rotina do gene
RHD(37,48). Com o advento da genotipagem fetal usando cff DNA, pode-se considerar usar este método
como rastreio fetal de gene RHD para todas as gravidas RhD negativo nao sensibilizadas. Isto permitiria
uma melhor relagao custo-efetividade, com uma melhor gestao da utilizacao de Ig anti-D que, ao ser
usada em situacdes que nao seriam necessarias, levanta questoes éticas (produto obtido a partir de
sensibilizacdo de voluntdrios) e submete a grdvida a um risco por ser um produto derivado do
sangue(23,37). Assim, o rastreio fetal do gene RHD constitui uma forma de reduzir significativamente a
quantidade de produtos sanguineos administrados a mulheres grdvidas, mas ainda nao se encontra em
vigor(37).

A Direcao-Geral da Saude estabelece que a Ig anti-D deve ser disponibilizada as 28 semanas de
gestacao, a todas as gravidas Rh nao sensibilizadas, sendo obrigatdrio o registo desta administracao no
Boletim de Satide da Gravida (BSG). Apds esta administracao, o teste de Coombs indireto serd sempre
positivo, pelo que nao é necessario realiza-lo. A lg anti-D deve ser administrada caso ocorra alguma
situacao do Quadro 4 dentro de 72 horas, e deve ser repetida 12 semanas apds a primeira administracao.
No entanto, ndao é necessario fazé-lo antes das 28 semanas de gestacao. Apos o parto, deve ser testada
uma amostra do cordao umbilical para determinar o grupo ABO e RhD do RN. Se a gravidez nao for viavel
e nao se consequir obter qualquer amostra do RN ou se o grupo RhD for inconclusivo, deve ser

administrado anti-D profildtico a puérpera(19,49).
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Quadro 4 - Indicacoes estabelecidas para a administracao de imunoglobulina anti-D em mulheres RhD negativo, incluindo em situacées
propensas a hemorragia feto-materna(19,22)

Situacao Indicacao especifica ‘
Pés-parto Recém-nascido RhD positivo, antes das 72 horas
Abortos Interrupcao médica da gravidez (cirdrgica ou médica)

Aborto espontaneo (apds as 6 semanas de gestacao)

Gravidez ectépica ou gravidez molar

Ameaca de aborto com metrorragia (apds as 12 semanas)
Hemorragia da 2.2 metade da gravidez Descolamento da placenta; Placenta prévia
Técnicas invasivas de diagndstico/terapéutica fetal Amniocentese; Cordocentese

Bidpsia das vilosidades coridnicas; Reducao embrionaria
Cirurgia/trauma abdominal Inclui a versao externa

Morte fetal -

Mesmo quando se combhina profilaxia pré e pés-natal, entre 0,1% e 0,3% das mulheres em risco
acabam por desenvolver anticorpos anti-D, dai serimportante a combinacao da prevencao primaria com
a secundaria, para minimizar ainda mais o risco de aloimunizacao(13,22,47).

O BSG é fornecido a grdvida na primeira consulta e contém a histdria familiar, antecedentes
pessoais e ohstétricos, avaliagcao do risco da gestacao atual, exames laboratoriais, incluindo o grupo
sanguineo, registos de dados clinicos e analiticos, como exames ecograficos, descricao do parto e

consulta de puerpério(50).
1.4. Tratamento

Apds aavaliagao da anemiafetal através da MPS-ACM, bem como outras carateristicas de anemia,
como cardiomegalia, aumento do diametro da veia umbilical, aumento do baco ou aumento da opacidade
no intestino, o obstetra deve definir a abordagem terapéutica mais adequada a cada caso. A transfusao
intrauterina (TIU) estdindicada quando se diagnostica anemia fetal grave, sendo habitualmente realizada
entre as 18 e as 35 semanas de gestacao. Depois deste periodo, o risco associado ao procedimento é
superior ao de um parto pré-termo, o qual pode ser considerado, desde que esteja confirmada a
maturidade pulmonar(17,43).

A TIU pode-se dividir em transfusao intraperitoneal e em transfusao intravascular e ambas tém o
objetivo de manter os niveis de hemoglobina fetal, de forma a corrigir a anemia fetal grave, prevenindo a
morte do feto(16,17,51). Por mais bem-sucedida que esta terapia seja, podem acontecer complicacoes
em 3% dos casos, tal como rutura prematura de membranas, hemorragia transplacentdria, infecao, parto

prematuro, doenca do enxerto contra o hospedeiro e morte fetal(17,18,43). Outra desvantagem € a
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formacao de aloanticorpos adicionais maternos, com estudos a reportarem taxas de até 22 a 26% das
gravidezes afetadas por esta ocorréncia(52,53). Deste modo, recomenda-se a utilizacao de sangue com
fendtipo alargado, assegurando, sempre que possivel, a compatibilidade com os antigénios maternos Rh,
K, Fy, Jk e Ss, de forma a reduzir o risco de formacao adicional de anticorpos(43,52,53).

Os RN submetidos a TIU repetidas apresentam um curso clinico distinto, sendo que a primeira TIU
tem efeito transitdrio devido a presenca de eritrdcitos sensibilizados, mas as transfusoes subsequentes
suprimem a hematopoiese fetal. Assim, a ictericia neonatal tende a ser ligeira, raramente requer
fototerapia e nao ha anemia neonatal. Contudo, a anemia tardia é frequente, podendo persistir durante
vdrias semanas ap6s o parto. O tratamento é sobretudo expectante, com suporte nutricional,
suplementacao de ferro e acido fdlico, e monitorizacao laboratorial regular. As transfusées pés-natal
apenas se justificam em casos de anemia sintomatica, sendo que a maioria dos RN recupera
espontaneamente mesmo com niveis de hemoglobina baixos(3).

Existem ainda outras medidas que podem adiar a necessidade de TIU, mas nao a eliminam, tal
como plasmaférese terapéutica, imunoglobulina intravenosa e imunossupressores (Anexo 1V)(43).

0 tratamento neonatal do RN assenta no tratamento da hiperbilirrubinémia e da anemia(44). No
periodo neonatal, os sinais de anemia podem incluir taquicardia e/ou taquipneia, aumento na frequéncia
de episédios de bradicardia e/ou apneia, aumento ponderal insuficiente apesar de alimentacao
adequada, maior necessidade de suporte de oxigénio e elevacao dos niveis de lactato no sangue. Devido
a baixa especificidade desses sinais e sintomas, a prevencao da anemia representa uma das principais
indicacOes para a realizacao de uma transfusao simples. No entanto, nao ha consenso internacional
relativamente ao limiar ideal de hemoglobina para transfusao de concentrado de eritrécitos (CE) no RN.
O estado clinico do RN tem vindo a ganhar uma importancia crescente no contexto da estratégia
transfusional, mas a presenca de hemoglobina inferior a 13 g/dL nas primeiras 24 horas de vida justifica
a consideracao de transfusao de CE(Anexo V)(13,36,54,55).

E importante identificar fatores de risco, apresentados no Quadro 5, para hiperbillirubinémia, uma
vez que estes RN requerem uma monitorizacao mais cuidada(44). A fototerapia é o tratamento de
primeira linha da hiperbilirrubinémia. E um método seguro e eficaz e o principal objetivo é reduzir a
concentracao de BT e/ou diminuir a probabilidade de novos aumentos da concentracao de BT, reduzindo
a necessidade de terapias invasivas, como a exsanguinotransfusao. Pode ser administrada de forma
continua, inclusive através de dispositivos portéteis (“biliblankets” de fibra dtica), que permitem manter

o0 contacto entre pais e RN e possibilitam fototerapia dupla em associacao com aparelhos fixos. O seu
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mecanismo baseia-se numa variedade de reacoes fotoquimicas que permitem que a bilirrubina seja

excretada mais facilmente na bilis e na urina(3,44,56).

Quadro 5 - Fatores de risco para o desenvolvimento de hiperbilirrubinémia significativa e para o desenvolvimento de neurotoxicidade por
hiperbilirrubinémia (Adaptado)(44)

Fatores de risco para o desenvolvimento de hiperbilirrubinémia

Idade gestacional baixa.

Ictericia nas primeiras 24 horas ap6s o nascimento.

Valores de BTc ou BT antes da alta préximos do limiar de fototerapia.

Hemodlise ou aumento rapido da BT ou BTc.

Necessidade de fototerapia antes da alta.

Parente ouirmao que necessitou de fototerapia ou de exsanguinotransfusao.

Histdria familiar ou genética sugestiva de doencas hereditdrias dos eritrdcitos, incluindo défice de DG6P.
Aleitamento materno exclusivo com ingestao insuficiente.

Hematoma do couro cabeludo ou equimoses significativas.

Sindrome de Down.

Recém-nascido macrossémico, filho de mae diabética.

Fatores de Risco de Neurotoxicidade por Hiperbilirrubinémia

Idade gestacional < 38 semanas (o risco aumenta com o grau de prematuridade).

Albumina <3 g/dL.

Doenca hemolitica aloimune (isto €, TAD positivo), deficiéncia de DG6P ou outras condicdes hemoliticas.
Sépsis.

Instabilidade clinica significativa nas tltimas 24 horas.

Legenda: DG6P - Desidrogenase glicose-6-fosfato

Os limiares recomendados para a fototerapia sao definidos abaixo dos niveis em que ocorre
neurotoxicidade aguda por hiperbilirrubinémia. A sua utilizacao nao deve visar apenas a prevencao de
alteracdes neuroldgicas, pois a evidéncia é contraditdria e nao demonstra beneficios claros, havendo até
dados que sugerem um pequeno aumento do risco de epilepsia infantil. Ainda assim, considera-se que o
beneficio da fototerapia supera esse risco quando a BT atinge ou ultrapassa o limiar recomendado. Estes
limiares variam consoante a idade gestacional e a presenca de fatores de risco de neurotoxicidade
(Quadro 5 e Anexo VI1)(44). A Figura 3 fornece os limiares sugeridos para a fototerapia caso ndo existam
fatores de risco de neurotoxicidade por hiperbilirrubinémia, para além da idade gestacional(44).

A administracdo de imunoglobulina intravenosa (IVIG) é o Unico tratamento farmacolégico
utilizado na pratica clinica em RN com hiperbilirrubinémia secunddria a aloimunizagao por Rh ou ABO e
pode ser administrada a RN com uma TAD positiva, cuja BT atinja ou ultrapasse o limiar de escalada de

cuidados. Embora a IVIG reduza a necessidade de exsanguinotransfusao, a duracao da fototerapia e a
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duracao do tempo de hospitalizacao, é principalmente utilizada para ganhar tempo antes de iniciar a

exsanguinotransfusao em casos graves de hiperbilirrubinémia. Contudo, a sua utilizacao em regime de
profilaxia continua a ser controversa, pois varios estudos demonstraram que a IVIG nao apresenta
superioridade em relacao a exsanguinotransfusao, apesar desta ser um procedimento mais invasivo e,
em alguns casos, a IVIG falha no tratamento de hiperbilirrubinémia por aloimunizagao ABO, para além de
ser um produto derivado de sangue de multiplos dadores, existindo um risco potencial de transmissao de
infecdes sanguineas(3,44,56). A IVIG é constituida por anticorpos (principalmente IgG, IgM, IgA e IgE),
bem como eletrdlitos, acticares, citocinas, albumina e solventes. O mecanismo proposto € a inibicao da

neutralizacdo de anticorpos nos RN com DHFRN por aloimunizacao, reduzindo assim o risco(36).
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Figura 3 - Limiar da fototerapia por idade gestacional e idade em horas de vida para recém-nascidos sem fatores de risco de
neurotoxicidade por hiperbilirubinémia (Adaptado de Kemper AR, et al. (44)).

A exsanguinotransfusao é entao reservadapara RN que nao respondem a fototerapia e hidratacao,
e deve ser realizada quando a BT estiver no ou acima do limiar de exsanguinotransfusao e antes do
desenvolvimento de kernicterus, e em RN com sinais de encefalopatia aguda por hiperbilirrubinémia, tais
como hipertonia, postura em arco, choro agudo e apneia recorrente(13,44,56).

A exsanguinotransfusao consiste em alternar a administracao do produto compatibilizado e a
retirada de sangue do RN em pequenas quantidades através de uma veia ou artéria. Os principais
objetivos da exsanguinotransfusao sao a remocao da BT e a maximizacdo da ligacao da bilirrubina

residual a albumina. Adicionalmente, em processos hemoliticos mediados por anticorpos, a
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exsanguinotransfusao permite a remocao dos anticorpos em circulacao e dos eritrdcitos recobertos por
anticorpos, e substitui-los por eritrdcitos isentos do antigénio em causa(12,13,36,45).

0 sangue destinado a exsanguinotransfusao deve obedecer a requisitos especificos: ter menos de
7 dias de colheita, ser desleucocitado e irradiado, estar livre de anticorpos hemoliticos anti-A, anti-B e
anti-AB, bem como de quaisquer anticorpos inesperados ativos a 37 °C. Por este motivo, utilizam-se
frequentemente CE. Se for necessario utilizar sangue total, a melhor op¢ao é combinar CE com plasma
fresco congelado compativel ou plasma fresco rico em plaquetas. O plasma do grupo AB é o preferido, ja
que nao contém anticorpos contra os antigénios do sistema ABO. No entanto, também pode ser utilizado
plasma de outro grupo, desde que seja compativel com o RN, a mae e os eritrgcitos a transfundir(12,55).
Orecomendado para a exsanguinotransfusao é entao a mistura dum CE lavado e compativel com plasma
fresco congelado adulto descongelado, ajustado para um hematdcrito aproximado de 40%(12,44).

A selecao do sangue para transfusées em RN, quer seja transfusao simples ou
exsanguinotransfusao, deve ser feita com muito rigor. Inicialmente, os testes laboratoriais devem incluir
a determinacao do grupo sanguineo ABO e RhD e TAD numa amostra do RN, bem como a determinacao
do grupo ABO e Rh e PAI na mae. Nos casos de DHFRN por incompatibilidade ABO, o grupo O é
geralmente o grupo de eleicao, uma vez que nao possui antigénios ABO. O dador pode ter o mesmo grupo
Rhdo RN, desde que nao haja envolvimento do sistema Rh. Ja nos casos de DHFRN porincompatibilidade
Rh, o RN pode ser transfundido com o seu prdprio grupo ABO, desde que este seja compativel com o
grupo sanguineo da mae. Quando essa compatibilidade nao existe, deve recorrer-se ao grupo 0. Em
qualquer destas situacoes, o sangue a transfundir deve ser obrigatoriamente RhD negativo. Se for
identificado um aloanticorpo nao-ABO no RN ou na mae, o sangue selecionado deve ser isento do
antigénio correspondente e compativel numa prova de compatibilidade (12,13).

E fundamental realizar uma monitorizacao rigorosa do RN durante todo o procedimento, avaliando
0s parametros hematoldgicos e bioquimicos antes, durante e apds, uma vez que pode haver reequilibrio
da bilirrubina entre os tecidos extravasculares e o plasma, o que pode tornar necessaria uma nova
exsanguinotransfusao(13,56).

Nos ultimos anos, a necessidade de exsanguinotransfusao reduziu de forma significativa, gracas
ao melhor controlo pré-natal e a disponibilidade de sistemas de fototerapia mais modernos e
eficazes(36). Os estudos demonstram que a exsanguinotransfusao é segura, com taxas de mortalidade
a variar entre 0,53% e 4,7% por crianca(57,58). Contudo, podem ocorrer efeitos adversos significativos,
incluindo: complicagoes cardiorrespiratorias, lesées vasculares, problemas relacionados com o cateter e

0s produtos sanguineos, como infecdes ou sépsis, hipotermia, alteracées metabdlicas e hematoldgicas,
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enterocolite necrosante, perfuracao intestinal, entre outras(36). Nas dltimas duas décadas, os riscos
associados a exsanguinotransfusao foram reportados em até 74% dos casos, sendo que os efeitos
negativos rondam 31%. Segundo Steiner et al(59), ndo se registou aumento da morhilidade ou
mortalidade nos ultimos 21 anos, devido também a uma diminuicao da DHFRN grave por anti-D.

Como tratamento, existem ainda as metaloporfirinas, que sao andlogos da heme (componente da
hemoglobina), e inibem competitivamente a atividade da heme-oxigenase, a enzima limitante na via do
catabolismo da heme. Esta acao reduz a formacao de bilirrubina, o que as torna potenciais agentes tanto
na profilaxia como no tratamento da hiperbilirrubinémia neonatal. As mesoporfirinas de estanho (SnMP)
sao os compostos mais estudados neste contexto(3). Num estudo de Martinez et al(60), existe evidéncia
de que uma unica dose de SnMP em RN sem fatores de risco reduz o pico de bilirrubina plasmatica e a
necessidade de fototerapia. Apesar destes resultados positivos, os riscos a longo prazo permanecem
desconhecidos(3,60). Importa salientar que, mesmo em RN sauddveis, a fototerapia origina
frequentemente preocupacao materna e prolonga o tempo de hospitalizacao. Assim, embora sejam
necessarios mais estudos para confirmar a eficdcia e a seguranga do SnMP, o uso de metaloporfirinas

poderad, no futuro, assumir um papel relevante no tratamento da hiperbilirrubinémia neonatal(3,60).

2. Objetivodo Estudo

Apesar da profilaxia anti-D ter reduzido drasticamente a incidéncia da doenca hemolitica por
incompatibilidade RhD, continuam a ocorrer casos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo
caraterizar a prevaléncia e as caracteristicas laboratoriais e clinicas da doenca hemolitica do feto e do
recém-nascido (DHFRN) numa coorte de neonatos da Unidade Local de Sadde do Tamega e Sousa
(ULSTS) em 2024. Pretende-se assim: 1) determinar a frequéncia de anticorpos irrequlares maternos
detetados durante a gravidez e estudar a sua associacao com a ocorréncia de DHFRN (incluindo
resultados do teste de antiglobulina direta e fototerapia); 2) avaliar a cobertura e a eficacia da profilaxia
com imunoglobulina anti-D nas gravidas RhD negativo; 3) descrever a utilizacao de intervencoes

terapéuticas nos RN com DHFRN, nomeadamente fototerapia e exsanguinotransfusao.

3. Maétodos
3.1. TipodeEstudo
0 estudo é observacional, descritivo e transversal.

3.2. Populacao e Amostra
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Neste estudo, a populacao é constituida pelos registos analiticos e clinicos de neonatos nascidos
na ULSTS e das respetivas maes. A nossa amostra serd constituida por todos os registos de neonatos
analiticos e clinicos nascidos na ULSTS e das respetivas maes, durante o ano 2024. Serao excluidas as
gravidezes gemelares, com tempo de gestacao inferior a 35 semanas e aquelas cujos registos nao

estejam completos ou sejam contraditdrios.
3.3. Instrumentos

Na recolha de dados, foram utilizados: a) o software Clinidata XXIversao 5.3.25, implementado na
ULSTS, que contém os dados referentes aos parametros analiticos do laboratdrio de Imunohemoterapia
e Patologia Clinica; b) o programa informatico Sclinico 2,8 para a consulta do processo clinico; c) o
programa ASIS (Aplicacao Sistema Informacao Sangue) para consulta de transfusao de hemoderivados.
0 software Excel do Microsoft Office 2021® foi utilizado para a criacao de uma base de dados e o IBM

SPSS Statistics versao 29.0.2.0 foi usado para a realizacao de testes estatisticos.
3.4. Procedimento

Procedeu-se a selecao dos registos de todos os neonatos nascidos na ULSTS no ano 2024, sendo
recolhidos os dados em folha de calculo do Excel. A partir do software Sclinico 2,8, consultou-se cada
numero de processo do RN e recolheu-se a informacao relativa a data de nascimento, tempo de
gestacao, presenca de ictericia, se realizou fototerapia e o tempo de hospitalizacao. A informacao dos
parametros analiticos realizados aos RN foi consultada no Clinidata XXI. Foram registados os
parametros: hemoglobina, bilirrubina total e direta, grupo sanguineo, TAD e se positivo, monoespecificos,
eluado e caraterizacao do anticorpo do eluado.

A partirda consulta do processo do RN no Sclinico 2,8, obteve-se o processo da mae e registaram-
se os seguintes dados: data de nascimento, grupo sanguineo, se a gravidez foi vigiada, nimero de
gravidezes, partos e abortos e ainda se realizou profilaxia com imunoglobulina anti-D. No Clinidata XXI,
consultou-se os resultados para o teste de Coombs indireto (PAl) e, se positivo, a identificacao e o titulo
do anticorpo. Consultou-se ainda o programa ASIS para verificar se 0s neonatos e respetivas maes
realizaram alguma transfusao.

Todos os dados foram compilados numa base de dados em Excel.

Foram excluidos registos de RN e respetivas maes com menos de 35 semanas de gestacao,
gémeos, morte perinatal, transferidos para outro hospital e com informacdées incompletas e

contraditdrias.
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Este estudo obteve parecer favordvel pela Comissao de Etica de Salide e foi aprovado pelo

Conselho de Administracao da ULSTS, sendo que a confidencialidade dos dados e o anonimato dos

utentes foi garantida.
3.5. Estatistica

Os dados foram analisados através de estatistica descritiva, aplicando anadlise uni e bivariada e
com recurso a medidas de tendéncia central e de tabelas de frequéncia, de acordo com o aplicavel,
utilizando o Excel do Microsoft Office 2021®. Foi também usado o IBM SPSS Statistics versao 29.0.2.0
para tratamento estatistico inferencial.

As varidveis continuas foram inicialmente avaliadas quanto a distribuicao, recorrendo aos testes
de Shapiro-Wilk. Para as varidveis com distribuicao normal (p>0,05), utilizaram-se testes paramétricos
(teste tde Student para amostras independentes). A homogeneidade de variancias foi verificada através
do teste de Levene. Quando este apresentava p>0,05, assumiram-se variancias iguais; caso contrario,
reportou-se a linha de variancias diferentes. Para varidveis continuas sem distribuicao normal (p<0,05),
aplicou-se o teste nao paramétrico de Mann—Whitney. As varidveis categdricas foram analisadas com o
teste do Qui-quadrado ou, quando existiam valores esperados <5, com o teste exato de Fisher.

Para todas as analises estatisticas, considerou-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4. Resultados
4.1. Caraterizacao da coorte de recém-nascidos

A coorte de RN nascidos na ULSTS no ano de 2024 foi de 1938. Foram excluidos 130 RN e
respetivas maes, obtendo-se uma amostra de 1808 registos. No Quadro 6, encontram-se os motivos de

exclusao destes registos.

Quadro 6 - Critérios de exclusdo do estudo

Motivo Nimero RN

Gémeos 52 (26 pares)
Tempo de gestagao <35 semanas 57
Nascimento fora do hospital 2
Morte perinatal 1
Transferido para outro hospital 10
Informacdes incompletas 6
Informacgdes contraditdrias 2

Total 130
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Nasceram 914 RN do sexo feminino (50,55%) e 894 do sexo masculino (49,45%) com uma média
de 39,3 + 1,3 semanas de gestacao e uma média de 2,98 + 2,24 dias de tempo de hospitalizacao (Tabela

1). Um baixo nimero de RN (n=73; 4,04%) nasceram entre as 35,0 e as 36,9 semanas de gestacao, sendo

considerados de RN prematuros tardios(61).

Tabela 1- Estatistica descritiva das varidveis numéricas estudadas

Varidveis N Minimo Maximo Média Desviopadrao  1C:95%
Tempo de Gestacao 1808 35,00 4190 39,27 1,26 139,21;39,33[
Tempo de Hospitalizacao 1808 1,00 55,00 2,98 2,24 12,88;3,08[
Hemoglobina (g/dL) 698 9,30 24,50 18,23 2,13 118,07;18;39[
BT (mg/dL) 733 1,00 15,40 9,07 2,90 18,86;9,28|
BD (mg/dL) 731 0,20 2,00 0,53 0,10 10,52;0,54(
BT-22D (mg/dL) 507 1,70 18,20 10,46 2,63 110,23;10,69[
Idade da mae ao parto 1808 16,90 51,50 31,30 5,50 131,06; 31,57[

Legenda: BT - bilirrubina total; BD - bilirrubina direta; BT-22D - bilirrubina total segunda determinacao; IC — Intervalo de confianca

Relativamente aos parametros analiticos dos RN, observou-se uma média de hemoglobina (Hg)
de 18,23 + 213 g/dL (Tabela 1). Na Figura 4, verifica-se que 89,12% (n=643) dos RN apresentaram
valores de Hg considerados normais (entre 14,6 e 23,4 g/dL) e 6,45% (n=45) apresentaram niveis abaixo
do intervalo de referéncia(4). Dos 952 RN (52,65%) que apresentaram ictericia visivel, foi realizado
doseamento de bilirrubina total (BT) e Bilirrubina direta (BD), tendo-se obtido um valor médio de 9,07 +
2,90 mg/dL e de 0,53 + 0,10 mg/dL, respetivamente. No caso da BT, 667 RN (90,84%) apresentaram
valores acima de 5 mg/dL, e 3 RN (0,41%) apresentaram uma BT acima de 15 mg/dL, valor este
considerado patoldgico. No caso da BD, 99,57% dos RN apresentaram valores entre os 0,2 a1 mg/dL,

considerados dentro do normal para um RN(11,44), conforme pode ser observado na Figura 5.
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Figura 4 - Intervalo de valores da hemoglobina dos recém-nascidos
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Em 507 RN, foi ainda realizada uma sequnda determinacao da BT (BT-22D), num hordrio posterior,

em que o RN tinha mais horas de vida (Figura 6). A média destes valores apresentam-se na Tabela 1. Na
segunda determinacao, existem 492 RN (97,04%) com BT acima de 5mg/dL e 20 RN (3,94%) com uma
BT acima de 15 mg/dL. No total, 393 RN (21,74%) fizeram fototerapia.

Dos 1808 RN, 1210 (66,92%) nao realizaram a determinacao do grupo sanguineo e TAD, tendo

resultados apenas de 598 RN (33,08%). Na ULSTS, apenas se realiza a determinacao do grupo e TAD

nos RN cujas maes sao RhD negativo, normalmente em amostras do sangue do cordao umbilical, e RN

com ictericia precoce ou com suspeita de incompatibilidade ABO (maes do grupo O, especialmente) ou

em casos de DHFRN. De acordo com a Figura 7,40,13% dos RN s&o do grupo O RhD Positivo (n=240) e

26,92% do grupo A RhD Positivo (n=161). A coluna “Outros” contempla RN em que uma das

determinacdes foi inconclusivo ou RhD fraco. De salientar que 148 RN (24,74%) sao RhD Negativo.

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

Frequéncia absoluta

lll =

—_
(@]

9

154154

=

_
w

4

—_
n
=

T

52
= 19
s =10 s =
— =1 | =1 | 1= | =1 = | —1—| —
1-3 3-5 5-7 7-9 9-1 11-13 13-15 15-17

Intervalo de valores da bilirrubina total (mg/dL)

=BT
EBT-22D

17-19

Figura 6 - Frequéncia absoluta dos intervalos de valores da bilirrubina total obtidos em dois momentos distintos

27



P.PORTO [

Outros M 151%
ORhD Positivo I 40 13%
O RhD Negativo e 10,70%
B RhD Positivo s 6,02%
BRhD Negativo m 217%

ABRhD Positivo B 0,67%

GRUPO SANGUINEO

ABRhD Negativo B 0,67%
ARhAD Positivo e 26 92 %
ARhD Negativo I 1120%
0 50 100 150 200 250 300
FREQUENCIA ABSOLUTAE RELATIVA

Figura 7 - Distribuicdo dos grupos sanguineos dos RN

Em relacdo aos resultados da TAD, obtiveram-se 34 resultados positivos (5,69%), tendo sido
identificados 30 anticorpos da classe IgG no estudo de anticorpos monoespecificos. Em 3 destas
situacoes, nao se realizou o estudo de anticorpos monoespecificos e num caso, deu resultado negativo.

Foram realizados no total 37 eluados, obtendo-se 29 eluados reativos (Tabela 2). Dos eluados
reativos, mais de metade (n=15), foi identificado o anticorpo anti-A, sequido do Anti-D (n=5). O anti-D foi
também encontrado em conjunto com o anti-A (n=3) e com o anti-B (n=1). Os anticorpos ABO foram todos
encontrados em RN cujas maes eram do grupo O. Foi ainda encontrado um anticorpo dos sistemas minor

(anti-S). Todos os anti-D foram encontrados em RN cujas maes eram RhD negativo.

Tabela 2 - Relacao entre grupo sanguineo da mae e os anticorpos encontrado no eluado do RN e a suas frequéncias absolutas e relativas

Anticorpos identificados no eluado do RN

Grupo Mae Anti-A Anti-A + Anti-A B Anti-B Anti-B + Anti-D Anti-S
Anti-D Anti-D

A RhD- 1

O RhD- 5 3 1 4

O RhD+ 10 2 2 1

Frequéncia 15 3 2 2 1 5 1

Frequéncia (%) 51,72% 10,34% 6,90% 6,90% 3,45% 17,24% 3,45%

4.1. Caraterizacao da coorte das gestantes

A idade média das gravidas na altura do parto foi de 31,3 £ 5,5 anos (Tabela 1, Figura 8). A maioria

das grdvidas apresenta uma idade na faixa etaria dos 25 a 35 anos (61,06%). Existem 26,33% (n= 476)
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de grdvidas com mais de 35 anos, consideradas como gravidezes em idade avancada, que estao

associadas a um maior nimero de complicacoes durante a gravidez(62).
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Figura 8 - Frequéncia absoluta e relativa do intervalo de idades das grdvidas

O sistema de classificacao de gravidas processa-se no sentido xGyPzA, em que G significa o

numero de gravidezes; o P, o niumero de partos acima das 20 semanas de gestacao; e A, o nimero de

abortos(63). Em relacdo a histdria obstétrica destas mulheres (Figura 9), a maioria (43,81%; n=792) é

primigesta, ou seja, é a primeira gravidez e 24,39% (n=441) encontra-se na sequnda gravidez, tendo

previamente dado a luz um filho vivo. 414 mulheres ja tiverem pelo menos um aborto (22,90%), e pelo

menos 5 mulheres tinham histdrico de morte fetal durante a gravidez.
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Figura 9 - Gestacao e paridade das mulheres em estudo

Em termos da vigilancia da gravidez (Figura 10), apenas 10 gravidas (0,55%) nao tiveram qualquer

tipo de acompanhamento durante a gravidez. De salientar que 118 grdvidas (6,53%) tiveram uma

vigilancia irreqular, ou seja, tiveram um inicio de vigilancia tardio (depois das 15 semanas de gestacao),

foram seguidas inicialmente noutro pais ou faltaram a consultas ou ecografias de forma inconsistente.
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Sobre os parametros analiticos das maes, 1007 destas nunca realizaram determinacao ABO e RhD nem

PAI neste hospital e 128 maes tinham realizado a PAI noutra gravidez ou noutro tipo de estudo que nao

a gravidez atual, ou seja, 62,78% das grdvidas nao foram sequidas na ULSTS na gravidez atual.
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Figura 10 - Frequéncia absoluta e relativa da vigilancia da gravidez

Em relacao a distribuicao do grupo sanguineo das maes, a Figura 11 mostra que 40,49% sao ARhD
Positivo e 34,35% sao O RhD Positivo. Relativamente ao RhD, 282 maes sao RhD negativo (15,6%). A
coluna "Outros” contempla os grupos: A RhD fraco tipo 2 (n=1); A RhD Positivo Fraco (n=1); B RhD Parcial
(n=1); B RhD fraco tipo 2 (n=1); 0 RhD Fraco Tipo 2 (n=1); O RhD Parcial (n=1) e O RhD Variante nao
especificado (n=1). Os casos RhD variante nao especificado e RhD parcial devem ser classificados como
RhD negativo para questdes de profilaxia. Na coorte de 598 RN que efetuaram a determinacgdao do grupo
(Tabela 3), verifica-se que existem 172 incompatibilidades RhD (28,76%) e 162 incompatibilidades ABO
(27,09%). A incompatibilidade ABO mais frequente é mae do grupo O com RN grupo A (n=117), sequido de
mae do grupo O com RN grupo B (n=33). Por conveniéncia, retirou-se da Tabela 3 os RN com ABO

inconclusivo (n=6) e considerou-se os RN com RhD inconclusivo como RhD positivo.
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Figura 11 - Frequéncia absoluta e relativa da distribuicdo dos grupos sanguineos das grdvidas
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Tabela 3 - Incompatibilidade ABO e RhD entre mdes e RN

Grupo RN
GrupoMae | ARhD- ARhD+ ABRhD- ABRhD+ BRhD- | BRhD+ <ORhD- | ORhD+ | Total
ARhBD - 41 56 2 2 2 2 16 25 146
ARhBD + 1 10 - - - - - 5 16
ABRhD - - 2 1 - 1 1 - - 5
ABRhD + - - - - - 1 - - 1
B RhD - - 1 1 1 2 6 1 1 13
B RhD + - - - 1 - 1 - - 2
ORhAD - M 23 - - 6 1 23 51 15
ORhD + 14 69 - - 2 24 24 161 294
Total 67 161 4 4 13 36 64 240 592

4.2. Prevalénciade anticorpos maternos

Em relacdo ao PAI, das 800 gravidas que tém resultados, apenas 22 (2,75%) apresentaram PAI
positiva, e a distribuicdao dos anticorpos encontrados apresenta-se na Figura 12. Destaca-se a presenca
do anticorpo anti-D em 40,91% (n=9) dos PAI positivos. Dos RN destas 22 puérperas, 8 nao fizeram
determinacao do grupo sanguineo nem TAD, 13 tiveram um resultado de TAD negativo e 1 RN teve TAD
positivo, com identificacdo do anti-S no eluado, que corresponde ao anticorpo encontrado na IAl da mae.
O histdrico obstétrico damae era 2GTPOA e como era O RhD Positivo, nao efetuou qualquer profilaxia. Os
resultados da titulacao efetuada nesta mae em diferentes determinagdes variaram entre um titulo de 16
e 64, o que significa que se encontra em valores criticos(8,20). Este RN nasceu com 38,6 semanas de

gestacao, fez fototerapia, mas apenas esteve hospitalizado 2 dias, tendo uma BT maxima de 7,8 mg/dL.
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Anti-S I ©,09%
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Anticorpos Identificados

Figura 12 - Frequéncia absoluta e relativa dos anticorpos encontrados na PAI
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As maes dos 8 RN que nao efetuaram a TAD tinham os seguintes anticorpos identificados na PAI:
anti-Le?, -M, -P1, -Jk? -Fy® (Tabela 4) e ainda 3 IAl inconclusivas. Das 3 maes com IAl inconclusivos, 1

tinha o estudo imunohematolégico compativel com quadro clinico de tiroidite autoimune, e as outras 2

tinham um anticorpo sem especificidade determinada.

Tabela 4 - Maes com PAl positiva cujos RN nao fizeram determinacdo da TAD

Mae RN
Anticorpo Titulo Paridade semanasde | BT Fototerapia I
gestacao madxima Hospitalizacao
Anti-M 4 5G4P0A 39/ 14,9 Sim 5
Anti-Le? Nao 3G1P1A 110 ND Nao 3
Anti-P1 Nao 2G1POA 374 ND Nao 2
Anti-Jk* 2/2/2/8 2G1POA 40,4 ND Nao 2
Anti-Fy® 2/4/4/8/16/16/16 2GOP1A 40,1 ND Nao 3

Legenda: ND - ndo disponivel

No caso das gravidas com PAI positiva por anti-D e cujos RN tiveram TAD negativa (Tabela 5)
destaca-se que:

e 3 grdvidas apresentaram PAI positivo para anti-D no seqgundo trimestre e negativo no terceiro
trimestre;

e 3 gravidas com indicacao no registo clinico que o anti-D identificado na PAI serd por provavel Ig
anti-D residual, mas nao apresentam resultados de PAl subsequente.

e 1grdvidacom PAldo primeiro trimestre negativa e posteriormente positivo no segundo trimestre,
presumivelmente, apds administracao da lg anti-D; nao efetuou rastreio no terceiro trimestre;

e 1grdvidacom PAlpositiva para anti-D no sequndo trimestre e negativa no terceiro trimestre, mas
sem descricao da administracao da profilaxia durante a gravidez; porisso, nao é possivel aferir se
0 anticorpo é passivo. Além disto, era um RN com trissomia 21, que realizou fototerapia e cuja
gravidez teve uma vigilanciairregular;

¢ No ultimo caso, nao existe um registo clinico parajustificar estes resultados.

A grande maioria das gravidas (98,56%) nao tem nenhum registo de transfusao neste hospital,
sendo que apenas 26 mulheres realizaram transfusoes de CE, 9 das quais foram realizadas no ano de
2024, durante a gravidez ou pds-parto. Ainda, 3 mulheres nao tém qualquer registo de transfusao no
ASIS (programa de transfusao da ULSTS) mas nos registos clinicos (SClinico), menciona que realizaram

transfusées pGs-parto (n=2) ou por terem anemia durante a gravidez (n=1).
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Tabela 5 - Maes com PAl positiva cujos RN tiveram TAD negativa

Mae RN
Anticorpo Titulo Paridade Profilaxia Semanas | BT Fototerapia AL
gestacao = madxima Hospitalizacao
Anti-D 1 4G1P2A Sim 393 ND Nao 2
Anti-D 2 1GOPOA  Sim 391 1,6 Sim 3
Anti-D 2 3G1P1A Sim 373 ND Nao 3
Anti-D 2 2G1POA | Sim 37,7 ND Nao 5
Anti-D 2 1GOPOA Sim 40,1 M Sim 2
Anti-D 4 3G1P1A Sim 40,9 73 Nao 5
Anti-D 2 2G1POA Nao 394 1,4 Sim 8
Anti-D 2 3G1P1A Sim 391 ND Nao 2
Anti-S 2/4/4 4G2P1A | Sim 399 ND N&o 2
Anti-M 8 1GOPOA  Sim 399 57 Nao 2
Anti-D 32/16/4 1GOPOA Sim 40,7 ND Nao 3

Legenda: ND - nao disponivel
4.3. Profilaxia

A Figura13 mostra a distribuicao das gestantes RhD negativo que realizaram ou nao profilaxia com
Ig anti-D de acordo com o grupo sanguineo durante a gestacao. De forma geral, observa-se que a maioria
das grdvidas realizou profilaxia (85,91%) enquanto que em 40 gravidas (14,08%) nao existe um registo
na ULSTS de que tenham realizado qualquer profilaxia. Mais uma vez, este registo pode estar presente
no BSG, o qual nao tivemos acesso para este estudo. Sendo assim, considera-se que a gravida nao
realizou profilaxia durante a gravidez. Também existe a possibilidade de que o progenitor do RN seja RhD
negativo, nao sendo necessdria assim a profilaxia; no entanto, durante a consulta dos registos narecolha
de dados, apenas foi possivel confirmar esta situacao num dos casos.

O perfil da profilaxia pds-parto das gestantes RhD negativo ja é bastante diferente (Figura 14),
porque assenta na determinacao do grupo sanguineo do RN e nao numa suposicao. Sendo assim, das
284 maes RhD negativo (282 RhD negativo, juntamente com os RhD parcial e variante que devem ser
considerados como RhD negativo), existem 170 maes comincompatibilidade RhD, ou seja, sdo maes RhD
negativo cujos filhos sao RhD positivo e 2 maes cujos filhos apresentaram um resultado RhD
inconclusivo, o qual fizeram profilaxia. Assim, do total de gravidas RhD negativo, apenas 168 maes
fizeram profilaxia pés-parto (59,15%). Existe aqui uma discrepancia de nimeros. Houve uma gravida cuja

gravidez nao foi vigiada até as 34 semanas de gestacao, e por isso fez profilaxia as 35 semanas, nao
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sendo necessario a profilaxia pés-parto. Noutra mae, embora nos registos das consultas de gravidez de
termo estar identificada como RhD negativa, no registo do internamento, esta identificada como RhD
positivo, dai nao ter feito a profilaxia. Nas outras 2 maes, nao hd qualquer registo de que tenham feito

profilaxia pds-parto. Assim, observa-se que, das 172 maes que deveriam ter feito profilaxia pés-parto,

97,67% (n=168) realizou profilaxia de forma adequada.
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Figura 14 - Frequéncia absoluta da realizacao da profilaxia pés-parto

Existe ainda o caso de 3 gestantes que fizeram a determinacao ABO e RhD na ULSTS, cujo grupo
era RhD positivo e estavam identificadas como RhD negativo no SClinico. Neste caso, estas mulheres

foram sujeitas a profilaxia Ig anti-D tanto durante a gravidez como no p6s-parto de forma desnecessaria.
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4.4. Associacoes estatisticas nas varidveis clinico-laboratoriais

Na andlise dos resultados obtidos com recurso a testes estatisticos (Tabela 6), constatou-se uma
associacao estatisticamente significativa entre o resultado do TAD e a ocorréncia de ictericia (p=0,001),
bem como com a necessidade de fototerapia (p<0,001). Em contrapartida, ndo se observaram
associacoes estatisticamente significativas entre o resultado do TAD e a vigilancia da gravidez (p=1,000)

ou arealizacao de transfusao materna (p=0,412).

Tabela 6 - Comparacdo entre o resultado do TAD e algumas varidveis estatisticas qualitativas

Variaveis Teste estatistico Valor de p Nivel de significancia
Ictericia Teste exato de Fisher 0,001 0,05
Fototerapia Qui-quadrado de Pearson <0,001 0,05
Vigilancia da gravidez Teste exato de Fisher 1,000 0,05
Transfusao da mae Teste exato de Fisher 0,412 0,05

Relativamente as varidveis continuas (Hg, BT-12D, BT-22D), ap6s verificacao da normalidade
(teste de Shapiro-Wilk) e da homogeneidade de variancias (teste de Levene), aplicou-se o teste t de
Student paraamostrasindependentes (Tabela 7). 0s RN com TAD positivo apresentaram valores médios
de hemoglobina significativamente mais baixos do que os TAD negativos (t=2,509; p=0,013) e valores
mais baixos de BT na sequnda determinacao (t=2,929; p=0,004). Nao se observaram diferencas

significativas na BT na primeira determinacao (=0,608; p=0,543).

Tabela 7 - Andlise estatistica comparando o resultado do TAD com as médias da hemoglobina, bilirrubina total numa 12 e numa 22
determinacao

Variavel Teste de TAD positiva (n) TAD negativa (n) Valor de p
Levene Média + Desvio-padrao  Média + Desvio-padrao

Hemoglobina 0,067 (32); (360); 0,013

(g/dL) 17,30+1,78 18,29 +217

Bilirrubina Total12 | 0,425 (32). (371); 0,543

D (mg/dL) 8,81+2,41 913+2,80

Bilirrubina Total 22 | 0,713 (30); (262); 0,004

D (mg/dL) 920215 10,60 +2,50

Relativamente a bilirrubina direta, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas
entre RN com TAD positiva e negativa (teste de Mann-Whitney: U=6282,0; Z=0,654; p=0,513). Também
no tempo de hospitalizacao, nao se verificaram diferencas entre os grupos (U=9733,5; Z=0,157; p=0,875).

Foi também realizada uma comparacao entre maes que apresentavam incompatibilidade ABO

com os seus RN e algumas varidveis estatisticas qualitativas, como a TAD, fototerapia e ictericia (Tabela
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8). Para isso, foram aplicados o Teste Exato de Fisher ou do Qui-quadrado de Pearson. Os resultados
mostram um valor de p<0,05 (p=0,001 ou p<0,001), indicando uma associacdo estatisticamente
significativa entre aincompatibilidade ABO e estas variaveis em estudo. Além disso, a estimativa de risco
revelou que o valor de Odds Ratio (OR) foi superior a 1 para todas as varidveis analisadas, com intervalos
de confianca que nao incluiam o valor 0 (com 95% de confianca). Isto sugere que aincompatibilidade ABO

estd associada a uma maior ocorréncia de TAD positiva, ictericia e a necessidade de fototerapia nos RN.

Tabela 8 - Andlise estatistica comparando a incompatibilidade ABO do par mae/RN com algumas varidveis qualitativas

Varidveis Teste Estatistico Valor de p Estimativa de risco (OR)  1C:95%

Resultadoda TAD | Teste Exatode Fisher | <0,001 18,674 17,086; 49,211[

Fototerapia Qui-quadrado de <0,001 1,897 1,314.2,738]
Pearson

Ictericia Qui-quadrado de 0,001 2,057 11,318. 3,210[
Pearson

Ao estudarmos se a incompatibilidade ABO afeta as variaveis continuas (Hg, BT-12D, BT-22D, BD
e tempo de hospitalizacdo), apds a verificacdo ou nao de normalidade, observou-se diferenca
estatisticamente significativa apenas nos niveis de hemoglobina. Neste caso, obtiveram-se niveis de

hemoglobina inferiores no grupo em que existe incompatibilidade ABO (Tabela 9).

Tabela 9 - Andlise estatistica da incompatibilidade ABO com varidveis estatisticas continuas

Incompatibilidade ABO: Nao Incompatibilidade ABO: Sim
(n=186) (n=98)
Variaveis Média + IC: 95% Média + Desvio 1C: 95% Teste de Mann-  Valorde p
Desvio padrao padrao Whitney

Hg 18,45+2,30 11811;18,78[  17,77+2.22 113,32;,18;21[ 131275 <0,001
BT-12D 9,01+2,95 18,58;9,43[ 9,24 +259 18,73;9,76[ 18756,5 0,295

BD 0,52+0,08 10,51;0,53[ 0,55+0,12 10,52;0,57[ 18686,0 0,201
BT-22D 10,48 +2,66 110,09;10,86] 10,36 £+217 19,93;10,80[ 95030 0,943

TH 4,05+4,09 13,46; 4,64] 3,72+1,69 13,39; 4,06[ 377185 0,085

incABO - incompatibilidade ABO; TH — tempo de hospitalizacao

Executou-se ainda uma comparacao das maes RhD negativo que fizeram profilaxia com as
varidveis: resultado da PAl, ictericia, resultado da TAD, fototerapia e presenca de anti-D no eluado (Anexo
VIII). No entanto, para todas estas varidveis, o valor de p>0,05 (nivel de significancia), o que indica que
nao existem diferencas estatisticamente significativas. Além disto, fez-se ainda uma estimativa de risco

para estas varidveis, sendo que o risco de uma mae que tenha recebido profilaxia é ligeiramente
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aumentado de ter um resultado positivo na PAI (OR=1,408; IC95%: 0,170-11,639) e de o seu RN ter

ictericia (OR=1,068; IC95%: 0,547-2,084), mas um risco diminuido de ter um resultado positivo na TAD

do RN, de este necessitar de fototerapia ou de ter um anti-D no seu eluado.

5. Discussao

A DHFRN mantém-se como uma patologia relevante, mesmo apds aimplementacao generalizada
daprofilaxia anti-D. A caracterizagao dos casos que ainda ocorrem € essencial para compreender melhor
os fatores de risco envolvidos, avaliar a eficdcia das estratégias preventivas e garantir a melhoria
continua dos cuidados prestados(36,64). Investigacdes desenvolvidas em contextos locais, como o
presente estudo, assumem particularimportancia por permitirem monitorizar a realidade assistencial de

uma populacao concreta e identificar oportunidades de melhoria na vigilancia materna e neonatal.
5.1. Caracterizacao da coorte

Neste estudo, observou-se uma percentagem de 4,04% de RN prematuros tardios. Este valor é
inferior ao reportado no ano 2022 em Portugal de RN prematuros (7,4%)(61,65). No entanto, o valor
inferior dever-se-a ao facto de, no nosso estudo, termos excluidos RN com menos de 35 semanas de
gestacao. Também relativamente ao tempo de hospitalizacao dos RN, pode existir um enviesamento dos
dados umavez que alguns RN, apesar de terem alta clinica, s6 tém alta social passado varios dias, por se
encontrarem a espera de resposta por parte do Servigo Social ou por se encontrarem a espera que a mae
tenha alta.

No presente estudo, a idade média materna ao nascimento foi de 31,3 + 5,5 anos, valor médio
proximo da média nacional em 2024 (31,7 anos)(65,66), 0 que sugere que a amostra € representativa
neste indicador. Num estudo nos EUA em 2024(67), a idade média da mulher ao parto foi de 33,2 anos,
ligeiramente superior a observada em Portugal. No nosso estudo, 26,33% (n=476) das gravidas tinham
idade superior a 35 anos. Em 2014, num hospital de Lisboa(69), esta proporcao era de 32,2% (n=237),
valores comparaveis apesar da diferenca no tamanho amostral. Quanto ao tempo de gestacao, a média
encontrada no nosso estudo foi 39,3 semanas, coincidindo com a média observada nos EUA em
2024(67) e préxima da observada numa maternidade de Lisboa (38,8 semanas)(68).

Esta demonstrado que a idade materna avan¢ada aumenta os riscos associados a gravidez e a
probabilidade de complicaces obstétricas. Comparativamente as mulheres mais jovens, as gravidas
com mais de 35 anos apresentam maior risco de complicacées como diabetes gestacional, placenta

prévia, pré-eclampsia, aborto espontaneo, hipertensao induzida pela gravidez e parto por cesariana. O
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risco de nascimento de nados-mortos, morte neonatal e morte fetal também aumenta com a idade
materna. Além disso, estas mulheres apresentam maior probabilidade de ja terem sido diagnosticadas
com doencas crénicas, como hipertensao, diabetes mellitus ou outras patologias, frequentemente sob
tratamento farmacoldgico, o que pode complicar ainda mais a gestacao(70,71). No entanto, embora o
aumento dessas taxas seja visivel a partir dos 35 anos, esse risco nao parece intensificar-se de forma
significativa antes dos 40 anos(70,71). Por isso, é importante salientar que a maioria das mulheres em
idade avancada, nomeadamente entre os 35 e 39 anos, dao aluz sem complicagdes maternas, perinatais
e neonatais significativas, para além de que as taxas de mortalidade e morbilidade perinatais sao baixas,
o que reforca que os desfechos destas gravidas sao favoraveis(70,71). Apesar da idade materna
avancada nao estar diretamente relacionada com a DHFRN, esta relacionada com a maior probabilidade
de a mulher ter sido submetida a uma cirurgia major, por exemplo, com necessidades transfusionais ou
de jd ter tido uma gestacao prévia(5,8,20).

Em relacao a paridade, 52,5% das mulheres eram primiparas, em 34,7% era o segundo parto, em
9,6% era o terceiro parto e 3,2% das mulheres apresentavam quatro ou mais partos. Num estudo
realizado numa maternidade de Lisboa em 2010(68), a realidade era diferente: a percentagem de
primiparas foi de 79%; 19% tinham o segundo parto e 2% o terceiro; apenas 0,5% das mulheres
apresentaram paridade igual ou superior a quatro. Esta discrepancia podera refletir diferencas no tipo de
instituicao (hospital regional vs maternidade), bem como alterac6es demograficas ao longo do tempo,
nomeadamente areducao da taxa de natalidade, o adiamento da idade da primeira gravidez e mudancas
nas escolhas reprodutivas das familias.

Neste estudo, existe um total de 7,08% de grdvidas sem vigilancia adequada durante a gravidez.
Estima-se que em Portugal existam até 5% de mulheres grdvidas sem vigilancia adequada da
gravidez(72), o que se confirma neste estudo. 62,78% das gravidas nao foram seguidas na ULSTS em
relagcao aos parametros analiticos na gravidez atual. No entanto, a maioria das gravidas sao seguidas nos
centros de saude, onde os médicos de familia prescrevem estas analises, sendo estas realizadas no
sistema de saude privado. Estas determinacoes estao também disponiveis no BSG, contudo, neste
estudo nao foi possivel aceder a esse registo.

Os resultados de um estudo nacional sobre a distribuicao dos grupos sanguineos na populacao
portuguesa, realizado em 2007 pelo Instituto Portugués de Sangue e Transplantacao (IPST)(28),
encontram-se na Tabela 10, juntamente com os resultados obtidos neste estudo. Como podemos

verificar, a coorte das maes € a que mais se aproxima dos resultados obtidos nesse estudo. Sobre os RN

1

a determinacao do grupo sanguineo é feita na maioria das vezes, em maes RhD negativo e do grupo O
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devido as carateristicas ja mencionadas anteriormente(2,3,5,8,25), o que pode enviesar os resultados. A

prevaléncia dos grupos sanguineos nos EUA é semelhante a de Portugal, embora com algumas

diferencas geograficas e populacionais.

Tabela 10 - Resultados estatisticos da distribuicdo dos grupos sanguineos num estudo feito pelo IPST(28), nos EUA(13) e neste estudo.

Grupo sanguineo IPST EUA Maes RN
A 46,58% 40% 48,74% 38,12%
AB 3,43% 4% 2,82% 134%
B 7,80% 1% 7,59% 819%
0 42,29% 45% 40,89% 50,83%
D negativo 16,55% 15% 15,72% 24,74%

De acordo com o Henry's Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods(4), a média
daHgnos primeiros dias de um RN é de 19,0 g/dL com 95% dos valores entre 14,6 e 23,4 g/dL. Seguindo
a sugestao deste autor, 89,12% dos RN desta amostra tem Hg entre 15,0 e 23,0 g/dL, o que sugere que
esta amostra se encontra dentro dos padroes normais.

Apenas 1 RN, com 39,0 semanas de gestacao, realizou transfusao de CE, uma vez que, para além
de anemia (9,3 mg/dL de Hg), tinha uma suspeita de infecao por Parvovirus B19 (com suspeita de
seroconversao materna) e teve um episddio de dessaturacao durante o sono com hipoatividade, obtendo
critérios para transfusao de hemoderivados(41).

Os RN que apresentaram ictericia antes da alta hospitalar sao avaliados por meio da BTc. De
acordo com os valores obtidos, é determinada a necessidade ou nao da quantificacao da bilirrubina
sérica. Na maioria dos casos, apesar da presenca clinica de ictericia, os niveis de BTc nao atingiram os
limites para fototerapia, pelo que nao foi realizada colheita sanguinea para BT, evitando-se assim um
procedimento invasivo(44). Esta abordagem permitiu prevenir a realizacao de analises em 218 RN,
correspondendo a uma reducao de 22,90% em concordancia com o reportado num estudo realizado no
EUA(67). No entanto, os resultados da BTc geralmente nao ficam disponiveis no registo clinico, o que
impossibilitou a sua recolha para analise neste estudo. Os valores de referéncia de um RN para a BT sao
flexiveis, dependendo do tempo de gestacao, daidade do RN em horas e da presenca de fatores de risco
para a neurotoxicidade por hiperbilirrubinémia(44), contudo valores acima de 12-15 mg/dL ja sao
considerados preocupantes(11,12,73). Verificou-se que 52,65% dos RN apresentavam ictericia, o que
estd de acordo com as estatisticas(11). Verificou-se também uma elevada prevaléncia de
hiperbilirrubinémia neonatal, maioritariamente com valores fisiolégicos (>5 mg/dL), mas com uma

minoria a atingir niveis patoldgicos (>15 mg/dL), sobretudo na sequnda determinacao. A necessidade de
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fototerapia em 21,74% dos RN reforca a relevancia clinica destes resultados. No entanto, vdrios estudos
reportam a necessidade de fototerapia em1a10% dos RN(74,75). Esta discrepancia pode resultar tanto
de diferencas na populacao (por exemplo, mais RN de risco com percentagem de incompatibilidade ABO
ligeiramente superior a da literatura), como de diferencas nos critérios e praticas clinicas, como por
exemplo, entrada em vigor de novas guidelines(44). Outros fatores, como amamentacao exclusiva com
leite materno, diferenca nos limiares usados para iniciar fototerapia (os valores de BT para inicio de
fototerapia sao subjetivos e alguns médicos podem optar por um tratamento mais preventivo) e eventual
viés de registo nos estudos.

Nenhum RN tinha BT acima dos 20 mg/dL. A hiperbilirrubinémia patoldgica é definida como BT
acima de 25 mg/dL e pode levar a kernicterus, ocorrendo em cerca de 1 em cada 2500
nascimentos(11,44,73). Assim, neste estudo, nenhum RN esteve em risco de kernicterus e nenhum
necessitou de exsanguinotransfusao.

Em relacao a BD, existem 2 RN com BD>1,0 mg/dL, que € classificado como anormal(44). Ambos
os RN foram diagnosticados com colestase. Nestes casos, o tratamento depende da etiologia subjacente
e, normalmente é necessario a intervencao de especialistas, como gastroenterologistas. Os restantes
tinham valores abaixo de 1,0 mg/dL, mas acima dos 0,2 mg/dL, que é o valor de referéncia da ULSTS. No
entanto, estes sao valores discretamente aumentados e ainda dentro do normal para um RN, que pode
advir da imaturidade das vias enzimaticas ou da diminuicao da velocidade de excrecdao da BD na

bile(11,44).
5.2. Prevaléncia de anticorpos

A incompatibilidade ABO entre mae/RN neste estudo foi de 27,09% (n=162), contudo apenas
3,85% (n=23) das TAD foram positivas por anticorpos ABO: 19 por anti-A (3,18%) e 4 por anti-B (0,67%).
Nos RN em que foi detetado anti-A,B, um era do grupo A e o outro do grupo B. Este estudo é consistente
com a literatura(2,18,36), que reporta um prevaléncia de incompatibilidade ABO entre 12 a 25% da
populacao de gravidas, com apenas 1a 4% a originar DHFRN. A frequéncia observada neste estudo é
ligeiramente superior, 0 que podera estar relacionado com o facto de a determinacao do grupo ABO do
RN nao ter sido aleatdria, mas direcionada para RN com carateristicas sugestivas de risco, introduzindo
possivel viés de selecao. Em concordancia com o reportado em estudos prévios(2,3,5,8,25), todos os
anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B foram identificados em RN de maes do grupo 0. Num estudo
realizado num hospital da drea de Lishoa(76), a frequéncia de anticorpos ABO encontrado no eluado foi

semelhante, embora se tenha observado uma maior proporcao de anti-B, justificada pela maior
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frequéncia de RN do grupo B nessa populacao (36,1% vs 8,19%). Estas diferencas poderao refletir
variacoes populacionais regionais.

A frequéncia de TAD positivo observada neste estudo é de 5,69%, valor semelhante ao reportado
por Dinesh D.(27), mas aproximadamente o dobro do descrito no estudo realizado por ValsamiS. et al.(26)
(2,69%), onde a maior parte dos TAD positivo era por incompatibilidade ABO (91,43%). Estas
discrepancias podem refletir diferencas nas caracteristicas populacionais avaliadas, na prevaléncia
relativa de anticorpos irregulares e nos critérios laboratoriais utilizados para a determinacao do TAD.

Foram realizados no total 37 eluados, mais 3 do que as TAD positivas. Como existe alguma
probabilidade de a TAD ser negativa, mesmo existindo anticorpos a sensibilizar as células, por vezes os
pediatras pedem a realizagao do eluado(27).

A prevaléncia de grdvidas com anticorpos anti-eritrocitarios na populacao da ULSTS é de 1,05%.
Das 800 gravidas que tém resultados, apenas 22 (2,75%) apresentaram PAI positiva. A frequéncia dos
anticorpos detetados foi a seguinte: anti-D com 40,91% (n=9); anti-M e -S com 9,09% (n=2 cada); e anti-
Fy®°, -Jk?, -Le? e -P1 com 4,55% (n=1 cada). Em 22,74% (n=5) dos casos, nao foi possivel determinar a
especificidade, o que sugere que se tratava provavelmente de anticorpos da classe IlgM, sem relevancia
clinicaparaa DHFRN.

A prevaléncia obtida é semelhante a reportada noutros paises(21,22,24), como Suécia (1,3%), EUA
(1,15%) e Paises Baixos (1,2%), 0 que reforca a consisténcia dos resultados. No entanto, para além do anti-
D, foram apenas detetados anticorpos pertencentes a sistemas minor, contrariamente ao perfil de
anticorpos encontrado nestes estudos(21,22,24). Alguns fatores podem justificar estas diferencas:

e Dimensdo daamostra: a exclusao de 130 gravidas pode ter limitado a detecao de anticorpos mais
raros, dificultando a captacao da diversidade observada em estudos de maior escalg;

e Pratica transfusional e profilatica: a determinacgao prévia do fenétipo Rh e Kell nas mulheres em
idade fértil, associada a administracao de CE compativeis, podera ter contribuido para reduzir a
aloimunizacao nesta populacao(22). Acresce que a taxa de transfusdes em mulheres de idade
fértil € geralmente baixa, o que também diminui a possibilidade de aloimunizacao;

e Menor frequéncia de procedimentos invasivos, como a amniocentese, que aumentam a
exposicao materna a antigénios fetais;

e Diferencas metodoldgicas entre testes laboratoriais utilizados, cuja sensibilidade pode afetar a

detecao de anticorpos;
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e Organizacao dos cuidados de satde: o hospital da ULSTS funciona como unidade de referéncia
regional, mas nao dispoe de cuidados altamente especializados. Assim, casos mais complexos
podem ser referenciados para outras instituicoes, reduzindo a sua representacao nesta amostra.

Em conjunto, estes fatores podem ter influenciado o perfil de anticorpos observado, justificando as
diferencas face a estudos internacionais(21,22,24).

Em relacao ao anti-D, aintroducao da profilaxia com Ig anti-D dd origem a PAI positivas apds a sua
administracao as gravidas, nao sendo possivel distinguir um anti-D profildtico de um anti-D
imune(19,35). No entanto, neste estudo existem 3 casos em que a PAlI foi positiva no sequndo trimestre
e negativa no terceiro, o que sugere que a positividade observada se deveu a administracao da Ig anti-D.
Assim, a frequéncia do anti-D desce para 27,26%.

Um aspeto relevante relativamente ao anti-D passivo é que este nao tem capacidade para
hemolisar os eritrécitos do RN, nem para provocar alteracdes hematoldgicas significativas, sendo
considerado indcuo caso atravesse a placenta — situacao descrita em cerca de 9% dos casos(77). Neste
estudo, ocorreu em 5,23% dos RN (n=9), que nao apresentaram hemdlise e apresentavam valores de
hemoglobina superiores a 15 g/dL. Dentre estes 9 RN, 6 maes realizaram profilaxia durante a gravidez.
Nos 3 restantes, nao foi possivel confirmar a administracao da profilaxia, contudo estas apresentavam
PAlnegativano estudo do 22 trimestre, admitindo-se que os anti-D detetados no eluado sejam de origem
passiva, ainda que tal nao possa ser confirmado com certeza. Além disto, o baixo titulo dos anticorpos
bem como a TAD negativa nos RN, reforca a hipétese de uma origem passiva. Apenas num dos casos
existiaindicacao no registo clinico da gravida que o resultado positivo se deveria a Ig anti-D.

Foram detetadas 2 maes com anti-S, mas apenas um RN apresentou TAD positiva e, portanto,
DHFRN. Assim, a prevaléncia de DHFRN por anticorpos minor foi de 0,17%. A mae deste RN apresentou
titulos de anti-S entre 16 e 64, 0 que indica valores criticos de titulo, colocando o RN emrisco para DHFRN.
No outro caso de anti-S materno, o titulo obtido foi de 4, um titulo relativamente baixo para o anticorpo
em questao(49). Por esta razao, o RN nao apresentou hiperbilirrubinémia, o que ndo levantou suspeita
ao clinico e este nao pediu analises ao RN para confirmar se realmente existiria DHFRN. No entanto, uma
vez que a mae apresentava este fator de risco, pelo menos a determinacao do grupo sanguineo e TAD
deviam ter sido realizados, uma vez que os anticorpos anti-S podem provocar DHFRN grave e
fatal(8,13,20,25,44). Em ambas as maes, esta nao era a primeira gravidez, o que significa que
provavelmente entraram em contato com antigénios non-self numa gravidez prévia e ficaram

sensibilizadas com um aloanticorpo(2,3,8).
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Nas maes dos 8 RN que nao efetuaram TAD foram identificados os seguintes anticorpos: anti-Le?,
-M, -P1, -Jk? -Fy®. Enquanto o anti-Le? e o0 anti-P1 ndo se associem a DHFRN devido a baixa expressao
destes antigénios nos eritrdcitos fetais, os anti-M, -Jk?, -Fy® apresentam relevancia clinica e necessitam
de uma monitorizacdo mais rigorosa(8,20,35). Em alguns destes casos, observa-se titulos criticos ou
antecedentes sugestivos de aloimunizacao prévia, reforcando a necessidade de realizar TAD em todos
0s RN com risco potencial de DHFRN, de forma a confirmar ou excluir esta situacao e a orientar a
vigilancia clinica adequada(5,8,9,13,25).

Em termos de risco transfusional, das 26 mulheres que realizaram transfusao, existem 17 que
poderiam ter sido potencialmente aloimunizadas antes do ano de 2024 através de transfusoes de CE.
Destas 17, 3 nao realizaram PAI durante a gravidez atual e as restantes tinham PAI negativa. Assim,
podemos inferir que estas gravidas nao foram aloimunizadas com as transfusoes prévias de CE. A
politica da ULSTS em transfundir mulheres de idade fértil com CE isogrupais, ou seja, mesmo grupo ABO
e Rh, incluindo D, C, ¢, e, E e Kell para minimizar potenciais riscos de aloimunizacao parece ter algum

efeito(13), apesar da pequena amostra.
5.3. Profilaxia

Em relacao a profilaxia das gravidas, verificou-se que em 14,08% (n=40) destas nao existe
qualquer registo, sendo classificadas neste estudo como nao tendo efetuado a administracao da
profilaxia. Contudo, a auséncia do acesso ao BSG impossibilitou a confirmacao destes dados, podendo
este facto ter introduzido um viés nos resultados. Considerando os resultados obtidos, existe uma
cobertura de administracao da profilaxia Ig anti-D de 85,91% durante a gravidez, o que esta em
concordancia com um estudo publicado em 2012, no Quebec(78), com uma cobertura de administracao
de 85,7%. 0 mesmo acontece ao compararmos a cobertura de administracao da Ig anti-D pds-parto que
no estudo no Quebec(78) foi de 98,5% e no nosso foi de 97,67%. Ao avaliarmos as 40 grdvidas que nao
fizeram profilaxia durante a gravidez, constatamos que 23 tiverem um RN RhD positivo, necessitando de
profilaxia pds-parto.

De salientar que 244 gravidas fizeram profilaxia, contudo apenas 172 maes precisavam de
profilaxia pds-parto, pois tinham incompatibilidade RhD. Assim, pode-se considerar que 29,50% (n=72)
das gravidas fizeram profilaxia desnecessariamente. Este resultado levanta algumas questoes
relevantes. A Ig anti-D é considerada segura, mas continua a ser um derivado de plasma humano, pelo
que a sua utilizacao deve ser reservada a situacdes em que existe real beneficio clinico. A administracao

desnecessdria nao so representa um custo acrescido para o sistema de saude, como tambhém pode ter
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impacto na disponibilidade deste recurso, cuja producao depende de dadores e esta frequentemente
sujeita a limitacdes(29,37). E possivel que este nimero reflita falhas nos registos da determinaco
materna e/ou fetal ou a aplicacao de protocolos que optam por uma abordagem mais universal,
administrando profilaxia a todas as mulheres RhD negativo. Embora essa estratégia minimize o risco de
falhas, conduz inevitavelmente a uma sobreutilizacao. Neste contexto, os resultados obtidos sublinham
a importancia de rever e uniformizar os procedimentos, de modo a garantir que a profilaxia é
administrada apenas quando clinicamente indicada, equilibrando a eficacia preventiva com a boa gestao
dos recursos disponiveis(37,79).

De salientar que a utilizacao de testes de genotipagem fetal através do cff DNA para determinar a
presenca ou auséncia do RHD iria determinar que apenas 172 grdvidas necessitariam de realizar
profilaxia durante a gravidez, uma reducao de 29,50%. Este resultado é concordante com outro estudo
realizado no Reino Unido, que refere uma reducao de 36 a 40% na aplicacao da profilaxia(37,79). No
entanto, a literatura aponta para a necessidade de mais estudos, tanto econdmicos como sociais, para

averiguar a fiabilidade e credibilidade para ser usado como rastreio fetal(79).
5.4. Associagoes estatisticas nas variaveis clinico-laboratoriais

Pela analise inferencial, constatou-se uma associacao estatisticamente significativa entre o
resultado do TAD e a ocorréncia de ictericia, bem como com a necessidade de fototerapia. Estes
resultados reforcam a relevancia do TAD como ferramenta diagndstica e marcador de hemdlise
clinicamente significativa, que se traduz em manifestacées neonatais que requerem intervencao
terapéutica, neste caso, fototerapia(2,44). Em contrapartida, ndo se observaram associacdes
estatisticamente significativas entre o resultado do TAD e a vigilancia da gravidez ou a transfusao
materna, o que sugere que estas varidveis nao sao fatores relevantes para a positividade do TAD neste
estudo.

No que respeita as varidveis continuas, os RN com TAD positivo apresentaram niveis de
hemoglobina e valores de BT na sequnda determinacao significativamente mais baixos, em comparacao
com os RN com TAD negativo. Por outro lado, nao se observaram diferencas estatisticamente
significativas na primeira determinacao da BT, nem nos valores de BD ou no tempo de hospitalizacao.
Isto pode significar que a hemalise € mais marcada comparando com os RN com TAD negativa, devido a
destruicao de eritrdcitos pelos anticorpos. No entanto, esta hemdlise é ligeira devido ao perfil de
anticorpos encontrados (anticorpos ABO maioritariamente, o que leva aum a DHFRN ligeira)(2,3,5,8,25).

A fototerapia parece ter mais impacto nos RN com TAD positiva, uma vez que a BT na 22 determinacao é
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mais baixa (esta é normalmente feita ap6s o inicio da fototerapia, como forma de monitorizacao).
Também pode refletir um inicio do tratamento mais prematuro dos RN com TAD positiva, devido a
fatores de risco, o que origina valores de BT mais baixos comparativamente aos RN com TAD negativa.
No entanto, é preciso ter em atencao o possivel viés nos resultados.

Relativamente a incompatibilidade ABO, constatou-se uma associacdao estatisticamente
significativa com TAD positivo, ictericia e fototerapia (p<0,05 em todas), com Odds Ratio superiores a1,
confirmando o seu papel como fator de risco para a DHFRN e necessidade de tratamento. Além disso, 0s
RN com incompatibilidade ABO apresentaram niveis médios de hemoglobina significativamente
inferiores, corroborando a relevancia clinica desta incompatibilidade. As restantes varidveis continuas
(BT, BD, tempo de hospitalizagao) nao mostraram diferencas significativas.

Por fim, ao analisar as maes RhD negativo submetidas a profilaxia com Ig anti-D, nao se
encontraram diferencas estatisticamente significativas relativamente as varidveis estudadas (PAl,
ictericia, TAD, fototerapia ou presenca de anti-D no eluado). Embora se tenha observado uma tendéncia
paramenor risco de TAD positivo e de necessidade de fototerapia entre os filhos de maes que receberam
profilaxia, estes resultados nao atingiram significancia estatistica, podendo refletir o impacto protetor da

profilaxia, mas também limitacdes do tamanho amostral.
5.5. Sugestoes de melhoria

Durante a recolha de dados, foram identificadas diversas situacées com potencial impacto no
acompanhamento materno-fetal:

e Grupo sanguineo materno — em 5 casos, 0 grupo sanguineo da mae estava incorretamente
registado no processo clinico, levando a administracao indevida de Ig anti-D em 3 situacoes;

e Grupo sanguineo materno no processo do RN — em 8 casos, o grupo sanguineo da mae estava
errado ou incompleto no processo clinico do RN, o que poderia comprometer a vigilancia de
complicagdes como hiperbilirrubinémia;

e Gruposanguineodo RN —em 2 casos, 0 RN foiregistado como RhD negativo, quando era positivo.
Apesar disso, a profilaxia materna foi corretamente administrada;

e Idade gestacional — em 7 processos do RN, nao constava a idade gestacional ao nascimento, ou
o registo encontrava-se incorreto.

Estes erros poderiam ter sido evitados com uma maior articulacao entre os hospitais, centros de
salide e setor privado, uma vez que parte dos resultados laboratoriais (grupo sanguineo e PAI) ndo estao

diretamente disponiveis no sistema informatico do Sistema Nacional de Saude, favorecendo falhas de
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transcricao no BSG e atrasos na monitorizacao clinica. A criagao de um sistema informatico, ou entao um
BSG digital, partilhado entre todos os profissionais de salde envolvidos no processo de uma gravidez,
seria uma medida eficaz para assegurar registos fidedignos e cuidados materno-fetais de maior
qualidade.

Durante o decurso da recolha de dados, foi ainda identificada inconsisténcia na definicao de
gestacao e paridade em pelo menos 10 casos, incluindo omissao de abortos prévios e discrepancias em
gestacoes gemelares. Este problema nao é exclusivo da ULSTS, refletindo uma falta de uniformizacao
internacional. A variabilidade e inconsisténcia existentes nas definicdes de paridade entre diferentes
diciondrios, textos de referéncia, orientacoes e entre profissionais de salide constitui um fator de risco
acrescido, dado que a paridade é uma variavel importante em vdrias ferramentas de avaliagao de risco
na gravidez, nomeadamente para tromboembolismo venoso e hemorragia pds-parto. Erros nesta
definicao podem originar tanto subtratamento, como intervencdes clinicas desnecessarias. A
problematica torna-se ainda mais evidente nas gestacdes mdltiplas, em que persiste a divergéncia entre
considerar cada nascimento individualmente ou o evento de parto como um todo(80).

Dada a sua relevancia clinica, é fundamental que entidades nacionais e internacionais
desenvolvam e adotem uma definicao padronizada. Uma definicao clara e consensual promoveria a
precisao na comunicacao clinica, aumentaria a seguranca na tomada de decisao e reduziria a
probabilidade de intervengoes desnecessarias ou omissoes de tratamento, contribuindo assim para a

melhoria da qualidade e da seguranca dos cuidados materno-fetais(80).
5.6. Limitacoes do estudo e perspetivas futuras

Este estudo apresenta algumas limitacoes que importa considerar na interpretacao dos
resultados. Em primeiro lugar, trata-se de uma andlise restrita a populacao acompanhadana ULSTS, pelo
que nao € possivel extrapolar diretamente os achados para a totalidade da populacao portuguesa e pode
nao ser completamente representativa da populacao alvo. Acresce que parte da informacao utilizada
dependeu de registos incompletos, uma vez que nem todas as maes foram seguidas na ULSTS, o que
pode ter introduzido viés nos dados recolhidos. A auséncia de acesso ao BSG impossibilitou a
confirmacao de alguns resultados, nomeadamente o grupo sanguineo e a administracao da profilaxia,
limitando a robustez da andlise. Por fim, a exclusao dos partos gemelares e dos pré-termos com idade
gestacional inferior a 35 semanas podera ter conduzido a uma subestimacao da gravidade de alguns

casos, nomeadamente os de maior complexidade clinica.
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Este estudo teria beneficiado com a recolha sistematica dos valores de BT ao longo do
internamento do RN, em funcao das horas de vida e da realizacao de fototerapia, assim como com a
inclusao dos resultados da BTc. A caracterizacao da nacionalidade materna e do grupo sanguineo
paterno constituiria igualmente informacao relevante para a analise, uma vez que se pode verificar uma
alteracao da frequéncia de grupos sanguineos ABO a nivel global(81). Além disso, seria pertinente
desenvolver um estudo dirigido a avaliacao da taxa de reinternamento por hiperbilirrubinémia,
permitindo aferir se as praticas clinicas atualmente em vigor sao eficazes na prevencao de complicagoes.

Outra limitacao verificada é o facto de nao ter sido possivel encontrar nenhum estudo semelhante
que permita comparar a populagao constituida por RN e suas respetivas maes, com o historial obstétrico
e parametros realizados no RN durante o internamento, como o TAD, BT e Hg, impossibilitando a
comparacao de todas as variaveis em estudo.

No futuro, serd fundamental avancar para aimplementacao de um rastreio universal de anticorpos
irregulares, de modo a garantir uma detecao precoce e abrangente de situacoes de risco. Paralelamente,
a utilizacao sistematica de técnicas moleculares, nomeadamente através do uso de cff DNA para
genotipagem fetal ndo invasiva, permitira uma abordagem mais precisa e personalizada(37). A
realizacao de estudos multicéntricos em Portugal constituiria uma oportunidade para comparar
resultados entre diferentes contextos clinicos e otimizar praticas clinicas. Sera igualmente importante
desenvolver estudos sobre o impacto clinico a longo prazo nos RN afetados, de forma a compreender
melhor as consequéncias destas patologias e a eficdcia das estratégias de prevencao e tratamento.

No dominio da detecao de anticorpos, é importante investir na evolucao de plataformas analiticas
com maior sensibilidade e especificidade, associada a uma vigilancia sistematica apds transfusao ou
parto, de modo a identificar precocemente novas aloimunizagoes.

Uma vertente importante seria a criacao de registos locais e regionais, ou até mesmo uma base de
dados nacional com o grupo ABO e Rh e de anticorpos, bem como a utilizacao rotineira de cartoes de

identificacao, garantindo o acesso imediato desta informacao em diferentes contextos clinicos.

6. Conclusao

A DHFRN constitui um exemplo paradigmatico do impacto das medidas preventivas e dainovacao
tecnoldgica em medicina perinatal. A profilaxia com Ig anti-D permitiu reduzir a mortalidade associada,

mas a ocorréncia de casos relacionados com outros aloanticorpos mantém a necessidade de rastreio

universal, vigilancia rigorosa e politicas transfusionais adequadas. O desenvolvimento de métodos

a7



- EscoLa

sosnn
diagndsticos nao invasivos, como a genotipagem fetal por cff DNA e o doppler da ACM, melhorou a
estratificacao de risco e diminuiu a necessidade de procedimentos invasivos.

Do ponto de vista terapéutico, a fototerapia, a IVIG e as TIU consolidaram-se como estratégias
essenciais para prevenir complicacoes graves. Os resultados deste estudo reforcam a importancia do
acompanhamento sistemadtico da grdvida, com determinagao do grupo ABO e RhD e PAI, permitindo
identificar mulheres com maior risco de terem RN suscetiveis ao desenvolvimento de DHFRN:; e
monitorizacao imunohematoldgica neonatal, incluindo o TAD, garantindo detecao precoce e vigilancia
adequada, independentemente de se manifestarem ou nao como DHFRN, e contribui para a melhoria
continua da qualidade dos cuidados prestados a gravida e ao RN.

A prevencao da aloimunizacao materna permanece prioridade, justificando o desenvolvimento de
novas opcoes de profilaxia dirigidas nao apenas ao antigénio D, bem como aprofundar o estudo de
estratégias para prevenir a aloimunizagao eritrocitaria materna primdria contra o RhD e outros
antigénios dos grupos sanguineos, bem como formas de mitigar os riscos associados a presenca de
aloanticorpos eritrocitarios maternos ja existentes. Além disso, a hiperbilirrubinémia, condicao neonatal
mais comum a necessitar de intervencao, continua a exigir investigacao em terapias alternativas, como
metaloporfirinas, e no futuro poderao ser explorados métodos inovadores, incluindo a utilizacao de

camaras de telemdveis para detecao precoce de ictericia.
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Anexo | - Testes laboratoriais na gravidez de baixorisco. Fonte: George FHM. Exames laboratoriais na
Gravidez de Baixo Risco. Norma da Direcao-Geral da Satide(1).

12 Trimestre

<13 semanas
1. Citologia cervical — Conforme recomendacdes do Plano Macional de Prevencdo e Controlo das Doencas
Oncoldgicas 2007-2010 para as mulheres ndo gravidas
2. Tipagem ABO e fator Rh ' 8. Serologia Toxoplasmose - 1gG e IgM (se
3. Pesquisa de aglutininas irregulares (teste de desconhecido ou ndoc imune em consulta
Coombs indireto) preconcecional)
. Hemograma completo 9. AcVIH1e2
. Glicémia em jejum 10. AgHBs
VDRL 11. Urocultura com eventual TSA
. Serologia Rubéola - IgG e IgM (se desconhecido
ou ndo imune em consulta preconcecional)

N o s

22 Trimestre

18-20 semanas
12. Serologia Rubeéola (IgG e IgM, nas mulheres ndao imunes)
24-28 semanas

13. Hemograma completo : 16. Urocultura com eventual TSA
14, PTGO ¢/ 75g (colheita as Oh, 1h e 2horas) i 17. Pesquisa de aglutininas irregulares (Coombs
15. Serologia Toxoplasmose - 1gG e lgM (ndo : indireto) nas mulheres Rh negativo
imunes) :
1

]
'Nas 4 semanas antes da administracao da imunoglobulina anti-D

32 Trimestre

32 -34 Semanas
18. Hemograma completo i 22. AgHBs (nas mulheres ndo wvacinadas e ndo
19. VDRL imunes no 12 trimestre)
20. Serologia Toxoplasmose - IgG e 1gM (nas ; 23. Urocultura com eventual TSA
mulheres ndo imunes)
21. Ac. VIH1e 2

35-37 Semanas
24, Colheita (1/3 externo da vagina e ano-retal) para pesquisa de streptococcus B hemolitico do grupo B
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Anexo Il - Exames invasivos para diagnéstico pré-natal. Fonte: Dungan JS. Manual MSD. 2024 [cited
2025 Aug 12]. Exames pré-natais para distiirbios genéticos e defeitos congénitos(82).

Método Método
transcervical transabdominal

Aparelho

Flui
de ultrassom ko

Placenta amniodtico

Cateter Placenta
Amostras de vilosidades coridnicas Amniocentese
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Anexo Il - Algoritmo para a gestao clinica de gravidezes nao alo

icd

Fonte: Fasano RM. Hemolyt

.
igénios.

io D e/ou para outros ant
newborn in the molecular era(38).

o 7

ant

ABO/Rh,
Antibody screen

|

l

_.
RhD-negative RhD-negative RhD-POSITIVE
Antibody screen-negative Antibody screen-POSITIVE Antibody screen-POSITIVE
I |
{ g ! I
Determine fetal RhD Ag et - Ab to a non-D Rh
status using cff-DNA Andt-0 HpRmE or a minor RBEC Ag’
I

y g ! m

Determine if Ab implicated

*

Targeted RAADP RAADP Paternal RhD-Neg Paternal RhD-POS i nodaratescevire HOFN

|
! } § y
No further Paternal RHD Yes No
evaluation Zygosity testing (eg. Anti-c, E, K) (2g. Anti-Le®, N, Fy")
I +\|_|
h ) } |
Paternal RHD Paternal RHD . + No further
heterozygous homozygous Ratsinal A% AaS RARmATAT evaluation
Determine fetal RhD Ag Determine fetal RBC Ag
status using cff-DNA? status using cff-DNAS
| T
¥ ¥ v ¥
Fetal RHD not Fetal RHD Fetal putative Ag Fetal putative Ag
detected detected detected NOT detected
! L _ ! '
s No further
No fetal risk Fetus at risk of severe HDFN evaluation

No further
evaluation

¥
Serial MCA Doppler scans every 1-2 weeks
{at »16 weeks gestation)

'

If peak MCA velocity = 1.5 MoM,
cordocentesis to determine fetal Het
(Intrauterine transfusion if Het < 30%)

Fig. 2. Algorithm for the clinical management of non-alloimmunized RhD-negative, and alloimmunized RhD and non-RhD pregnancies. ‘Targeted RAADP is a proposed alternative
option to universal RAADP for all RhD-negative pregnant women. 'In addition to RBC antibody identification, antibody titers are determined and repeated every four weeks until 24
weeks of gestation, and every two weeks thereafter when a fetus is determined at risk. ‘Paternal antigen detection and zygosity testing can be done either serologically or
molecularly for most non-D Rh and minor RBC antigens. ‘Non-invasive fetal molecular diagnostic approaches are preferred to invasive methods which include: amniocentesis,
cordocentesis, or chorionic villus sampling. C-DNA, cell-free fetal DNA; RAADP, routine antenatal anti-D prophylaxis; RBC, red blood cell; HDFN, hemolytic disease of the fetus and
newborn; MCA, middle cerebral artery; MoM, multiples of the median; Ag, antigen; Hct, hematocrit [9,11].
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Anexo IV - Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de diagndstico laboratorial, clinico e
opcoes de tratamento pré-natal. Fonte: van 't Oever RM, et al. Identification and management of fetal

anemia due to hemolytic disease(43).

Advantages Disadvantages
& : g
2 Titers Highly adopted woridwide Low specificity
2 Simple techniques
g
S Blsassas Increases predictive value Limited adopted due to complex
5 4 compared to titers alone techniques or limited added value
©
S
§ Non-invasive Requires high level laboratory
Fetal antigen typing PCR High sensitivity and specificity knowledge and technical
infrastructure
7 Non-invasive Highly skilled sonography required
§ PSV-MCA Doppler Very low false negative rate False positive rate
3
&
&
o
o
L
O Fetal blood sampling Accurate Hb evaluation ivaate methggkissomated with
Effect not proven
Possible harmful effects
L ¢ Effect not proven Use in alloimmunized pregnancies
@ not recommended
'% VIG Early started therapy delays onset High costs
5 need for IUTs Adverse maternal side effects
=
s : Early started therapy may delay Evidence based on limited case
e THemretic pRemaseIpgy onset need for IUTs series
Q
= - -
< Intrauterine transfusions Proven therapy Regu!res expgnencgd staff and
high quality equipment
. May reduce antibody load in Preterm delivery gives neonatal
ISR asRLY; neonate related possible severe risks
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Anexo V - Guidelines para a transfusao de eritrécitos em RN com menos de 4 meses de idade(13)

1. Hematocrit <20% with low reticulocyte count and symptomatic anemia (tachycardia, tachypnea, poor
feeding).

2. Hematocrit <30% and any of the following:

a.  On <35% oxygen hood.

b.  On oxygen by nasal cannula.

¢. On continuous positive airway pressure and/or intermittent mandatory ventilation or mechanical
ventilation with mean airway pressure <6 cm of water.

d.  With significant tachycardia or tachypnea (heart rate »180 beats/minute for 24 hours, respiratory
rate >80 beats/minute for 24 hours).

e.  With significant apnea or bradycardia (>6 episodes in 12 hours or 2 episodes in 24 hours requiring
bag and mask ventilation while receiving therapeutic doses of methylxanthines).

f.  With low weight gain (<10 g/day observed over 4 days while receiving =100 kcal’kg/day).

3. Hematocrit <35% and either of the following:

d.

On >35% oxygen hood.

b.

On continuous positive airway pressure/intermittent mandatory ventilation with mean airway pres-
sure =6-8 cm of water.

4, Hematocrit <45% and either of the following:

d.

On extracorporeal membrane oxygenation.

b.

With congenital cyanotic heart disease.
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Anexo VI - Limiares de Fototerapia para RN com um mais fatores de risco para neurotoxicidade por
hiperbilirubinémia. Fonte: Kemper AR, Newman TB, Slaughter JL, Maisels MJ, Watchko JF, Downs SM,
et al. Clinical Practice Guideline Revision: Management of Hyperbilirubinemia in the Newhorn Infant
35 or More Weeks of Gestation(44).
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Anexo VII - Limiares para Exsanguinotransfusaio em RN sem e com fatores de risco para
neurotoxicidade por hiperhilirubinémia. Fonte: Kemper AR, Newman TB, Slaughter JL, Maisels MJ,
Watchko JF, Downs SM, et al. Clinical Practice Guideline Revision: Management of Hyperbilirubinemia
in the Newhorn Infant 35 or More Weeks of Gestation(44) .
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Variaveis
Resultado da PAI

Ictericia

Resultado da TAD

Fototerapia

Anti-D no eluado

Teste Estatistico
Teste Exato de Fisher
Qui-quadrado de
Pearson

Teste Exato de Fisher
Qui-quadrado de
Pearson

Teste Exato de Fisher

Valor de p
1,000
0,848

0,452
0,812

0,124

P.PORTO [

Anexo VIII - Andlise estatistica comparando as maes RhD negativo que fizeram profilaxia com
variaveis qualitativas.

Estimativa de risco (OR)
1,408
1,068

0,638
0,905

0,318

IC: 95%
10,170;11,639[
10,547;2,084]

10,638;2,369]
10,391;2,094[

10,076;1,325[
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