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RESUMO

O desconhecimento do grupo sanguineo RhD fetal durante o periodo
gestacional faz com que gestantes RhD-negativo tenham o mesmo
acompanhamento pré-natal independente do feto ser RhD-positvo ou RhD-
negativo. Assim, gestantes sem risco para o desenvolvimento de Doenca
Hemolitica Perinatal (DHPN) sao mantidas no pré-natal de alto risco
aumentando a taxa de ocupacao destes servigos e dificultando a oferta para
aquelas que realmente necessitariam de assisténcia especializada. Um método
atual, nao invasivo, a genotipagem RhD a partir do DNA fetal livre no plasma
materno permite o conhecimento do grupo sanguineo fetal antes do
nascimento possibilitando excluir do pré-natal de alto risco gestantes com fetos
sem risco para a DHPN (fetos RhD-negativos).

Este estudo objetiva mapear o Fluxo da assisténcia pré-natal, em
especial de gestantes RhD-negativo, no Municipio do Rio de Janeiro visando
analisar a viabilidade da incorporacdo da genotipagem RhD a partir do DNA
fetal livre no plasma materno na rotina pré-natal de gestantes RhD-negativo
acompanhadas no SUS.

Esta analise foi realizada aplicando o método de Planejamento
Estratégico Situacional (PES) proposto por Carlos Matus. O método PES prevé
quatro momentos para o processamento dos problemas. O Momento
explicativo prevé o diagnéstico situacional, O momento normativo formula os
objetivos e o prazo para executa-los, o Momento estratégico analisa a
viabilidade dos planos e os atores envolvidos no processo € o momento

operacional estabelece a execucdo dos planos e a avaliagdo das mudangas *°.



Concluimos que a implantagdo da genotipagem RhD fetal utilizando o
DNA livre no plasma materno e a PCR em tempo real, no SUS, é factivel. O
cenario atual é extremamente favoravel. A preocupagcao das trés esferas do
governo com a assisténcia integral a saude materna e infantil promove um
leque de investimentos amplos neste segmento. A possivel agdo conjunta entre
0 governo e as instituicbes publicas, com expertise em desenvolvimento de
métodos diagndstico como Bio-manguinhos, possibilitaria a implantacéo desta

tecnologia para diferentes segmentos da saude publica no Brasil.



ABSTRACT

The lack of knowledge about the Rh blood group during the pregnancy
period make the D-negative pregnant women have the same prenatal follow-up
whether the fetal blood type is D positive or D-negative.

In this way, pregnant women without risk to develop Hemolytic Disease
of newborn (HDN) are kept in High Risk Prenatal Care increasing the
occupancy rate of the assistance services decreasing the viability for who those
really need it. Nowadays a non-invasive method, the RHD genotyping using
free-fetal DNA from maternal plasma allows the fetal blood group knowledge
before the birth. This makes possible to exclude from High Risk Prenatal Care,
pregnant women with fetus without HDN risk. This study aims the
understanding of prenatal care flow of D-negative pregnant women in Rio de
Janeiro city trying to check the viability of the introduction of RHD genotyping
test using free-fetal DNA from maternal plasma in the D-negative pregnant
women in prenatal care public service. This analysis was made using strategic-
situational approach of Carlos Matus. There are four (4) moments of strategic
planning, according to Carlos Matus. The analytical moment describes the
stage of formulation of initial situation (diagnosis), the Normative Moment
designs the aims and defines the strategy of action. The Strategic Moment
analyzes the actors enrolled in the process and the viability of plans. The
Operational Moment establishes the execution of plans and evaluates the
changes.

In conclusion, the introduction of RHD genotyping test in free-fetal DNA

from maternal plasma using real-time PCR, in public services, is factual.
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Brazil's Health Ministry is working on improving the public health system.
The government issues about full assistance to women and children promote
wide investments in this heath area.
Actions joining both government and public institutions with expertise as

Biomanguinhos would make possible the development of different diagnoses

methods in health care in Brazil.
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1. Introducéo

O desconhecimento do grupo sanguineo RhD fetal durante o periodo
gestacional faz com que gestantes RhD-negativo tenham o mesmo
acompanhamento pré-natal independente do feto ser RhD-positvo ou RhD-
negativo, essa situagao ocorre muitas vezes pela nao realizagao rotineira de
exames que determinem o grupo sanguineo fetal, uma vez que muitos destes
métodos sao invasivos. Assim, gestantes RhD-negativo sem risco para o
desenvolvimento de Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) sdo mantidas no
pré-natal de alto risco sendo submetidas a consultas e procedimentos de
diagndsticos frequentes, aumentando a taxa de ocupacgao destes servigos e
dificultando a oferta para aquelas que realmente necessitariam de assisténcia
especializada.

O seguimento destas gestantes € complexo. O Manual Técnico do
Ministério da Saude (M.S.) “Gestacdo de alto risco” de 2010' determina que
toda gestante RhD-negativo ndo imunizada deve receber imunoglobulina anti-D
(Rhlg) entre a 282 a 342 semana de gestacao, apds dar a luz a uma crianga
RhD-positivo e apds a realizacdo de procedimentos invasivos. O mesmo
manual determina que todas as gestantes RhD-negativo aloimunizadas e as
que desenvolvem anticorpos durante a gestacao devem ser encaminhadas ao
pré-natal de alto risco onde, dependendo da historia obstétrica, terdo
acompanhamentos diversificados.

Durante o pré-natal de alto risco, 0 manual determina que a avaliagao do
risco fetal para o desenvolvimento da Doenga Hemolitica Perinatal (DHPN) seja
realizada inicialmente através de métodos diagndsticos indiretos e néo

invasivos. Sao eles: a titulagao de anticorpos anti-D e a Dopperfluxometria da
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artéria Cerebral Média (DPACM)'. Quando estes testes inferem a possibilidade
do risco para desenvolvimento da doenca, esta indicada a realizacdo de
procedimentos invasivos, como a cordocentese, que permitam determinar a
real gravidade do feto e também esclarecer seu grupo sanguineo”

Os exames invasivos ndo sao isentos de risco, pois estdo associados a
perdas fetais e a hemorragia feto-materno. A amniocentese determina uma
taxa de perda gestacional de até 0.5%°. O monitoramento do titulo de
anticorpos anti-D em gestantes n&o apresenta valor preditivo para risco fetal”,
pois sua elevagado pode se dar mesmo em mulheres com fetos RhD-negativo
devido a um estimulo imunolégico inespecifico relacionado a gestagdo. Um
fator importante a ser considerado é que os resultados da DPACM é que
norteiam a indicagdo da cordocentese. Embora este procedimento tenha alta
sensibilidade, apresenta falsa-positividade de até 12%' o que nos leva a
concluir que em muitos casos a cordocentese poderia ser evitada.

O protocolo de seguimento pré-natal de gestantes RhD-negativo, em
especial aloimunizadas, vem sofrendo mudancas em varios paises a partir do
desenvolvimento de uma nova técnica para genotipagem RhD. Esta técnica
que associa o PCR em tempo real e DNA fetal livre no plasma materno. A
introducdo desta técnica permite a determinacdo do grupo sanguineo fetal
durante a gestacdo e é uma alternativa aos processos invasivos. Trata-se de
um procedimento que apresenta uma sensibilidade superior aos métodos
indiretos de acompanhamento de gestantes RhD-negativo. A DPACM
apresenta uma sensibilidade de 88%° enquanto que a genotipagem RhD é
>98,5%"*. O método apresenta eficacia comprovada e prevé o polimorfismo

genético das populagdes. A diferenca de efetividade do procedimento esta
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relacionada as condi¢des locais de infraestrutura do sistema de saude que vao
influenciar na disponibilidade do procedimento, no acesso ao pré-natal de alto
risco, na qualificagdo profissional e nas questbes econdmicas, politicas e
sociais. Assim, observa-se que 0 processo de gestdo de uma tecnologia em
saude requer estudos ndo s6 de eficacia, mas também uma avaliagcido do
cenario como um todo, que tem inicio a partir do mapeamento das condi¢des

de implementagao desta tecnologia.

2 - Objetivo

Este estudo objetiva realizar um mapeamento das condigdes
necessarias para a incorporagdo da genotipagem RhD a partir do DNA fetal
livre no plasma materno na rotina pré-natal de gestantes RhD-negativo

acompanhadas no SUS.

2.1 — Objetivos Especificos

— Descrever o Protocolo SAFE;

— Descrever o Fluxo da assisténcia pré-natal no Municipio do Rio de
Janeiro;

— lIdentificar os cenarios para a implantagdo da metodologia;

— Determinar os atores envolvidos no processo de implantagdo da
tecnologia no SUS;

— Descrever o perfil da Infraestrutura e dos Recursos Humanos e

— Analisar os Recursos Publicos necessarios.

14



3 — Referencial Teo6rico
3.1 — Historia da Assisténcia Pré-Natal no Servigo Publico Brasileiro

No Brasil, a saude da mulher foi incorporada as politicas nacionais de
saude nas primeiras décadas do século XX. Em 1983, o Ministério da Saude
através da Divisdo Nacional de Saude Materno Infantil (DINSAMI) elaborou o
Programa de Assisténcia Integral a Saude da Mulher, com o objetivo de reduzir
a morbi-mortalidade da mulher e da crianga (PAISMC). Em 1991 houve a
separagdo do Programa da Crianga (PAISC) do PAISM (Programa de
Assisténcia Integral a Saude da Mulher) cujas diretrizes e agdes programaticas
estdo condensadas no texto “Assisténcia Integral a Saude: bases de acgao
programatica”, editado pelo Ministério da Saude em 1984. A politica de saude
definida pelo PAISM orienta para uma assisténcia que iria dos niveis mais
simples aos mais complexos, contemplando as diversas etapas do ciclo vital da
mulher e os aspectos da prevencao e da atencao curativa, englobando agdes
de planejamento familiar e agdes educativas em saude e sexualidade.

Em 2003 teve inicio a construcdo da Politica Nacional de Atencao
Integral a Saude da Mulher - Principios e Diretrizes, quando a equipe técnica
de saude da mulher avaliou os avancgos e retrocessos alcangados na gestédo
anterior. Em maio de 2004 o Ministério da Saude langou a - Politica Nacional
de Atencéo Integral a Saude da Mulher - Principios e Diretrizes, construida a
partir da proposicdo do SUS, respeitando as caracteristicas da nova politica de
saude. Em julho de 2005, foram operacionalizadas as a¢des previstas no Plano
de Acao construido e legitimado por diversos setores da sociedade e pelas
instancias de controle social do Sistema Unico de Saude (SUS). O Programa

de Humanizagdo no Pré-Natal e Nascimento (PHPN) implantando em 2000
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pelo MS tem por objetivo promover a redugcdo da morbi-mortalidade materna e
perinatal, através da humanizacéo do atendimento ?°. Esta agdo contribuiu para
a reducgao da mortalidade infantil. De 1990 a 2007 a taxa de mortalidade infantil
(TMI) no Brasil apresentou uma redugao média anual da taxa de 4,8%. O
componente pos-neonatal (28 dias a um ano de vida incompleto) apresentou
queda de 7,3% ao ano, no entanto o componente neonatal precoce (0 a 6 dias
de vida) apresentou queda de apenas 3,1% ao ano. A mortalidade neonatal
(entre 0 e 27 dias de vida) representa cerca de 60 a 70% da mortalidade
infantil. O relatério de avaliagdo do programa Politica Nacional de Atencao
Integral a Saude da Mulher (PNAISM) de 2009 descreve que apesar da
ampliagdo do nimero de consultas de pré-natal em 125% (Anexo 1)¥, a
qualidade dessa assisténcia ainda é precaria.

O Projeto Rede Cegonha que foi anunciado pelo governo federal em 28
de margo de 2011, é composto por um conjunto de medidas que abrangem a
assisténcia obstétrica com foco na gravidez, no parto e pds-parto como
também a assisténcia infantil. O projeto conta com R$ 9,397 bilhdes do
orcamento do Ministério da Saude para investimentos até 2014. O projeto se
soma a diversos projetos vigentes visando a garantia de saude materna-infantil.

A alta taxa de mortalidade neonatal demonstra que as acbes para
melhor assisténcia pré-natal de alto risco precisam ser consolidadas. E
fundamental o aumento na oferta de servigcos de saude, o acesso a exames
laboratoriais e a existéncia de mecanismos formais de referéncia e contra
referéncia entre os niveis de atencao. Portanto todas as acdes que possibilitem

um melhor diagndstico na identificacdo de gestantes em risco levardao a um
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encaminhamento mais adequado ao pré-natal de alto risco e por consequéncia

melhoria no acesso e assisténcia.

3.2 - Doeng¢a Hemolitica Perinatal pelo Sistema RH

3.2.1- Fisiopatologia

A DHPN é causada pela destruicdo de hemacias fetais, provocada por
anticorpos maternos dirigidos contra antigenos de origem paterna presentes
nas hemacias do feto®. °. Esta hemdlise causa anemia progressiva e pode levar
ao obito fetal ou neonatal.

Os anticorpos anti-D n&o s&o naturais, eles sdo formados a partir de um
estimulo imunolégico. A passagem de heméacias fetais para a circulagéo
materna durante a 12 gestagcdo ou apds o parto (12 exposicédo) estimula o
sistema imune materno a produzir anticorpos anti-D que nesta 12 exposicao
séo do tipo IgM. Quando ocorre uma 22 gestacao e o feto é RhD-positivo (22
exposicao) € desencadeada uma produgao rapida e maciga de anticorpos anti-
D do tipo IgG. Os anticorpos IgG, que sao os unicos capazes de atravessar a
barreira placentaria, irdo se fixar nos eritrocitos fetais (sensibilizacdo das
hemacias fetais) provocando hemodlise. A variagdo na produgdo destes
anticorpos (grau de aloimunizagéo) esta diretamente relacionada a intensidade
da hemorragia feto-materna. Em todos os casos onde ha possibilidade de
sangramento feto-materno como placenta prévia, aborto espontaneo ou
provocado, gravidez ectdpica e traumatismo abdominal ha um risco aumentado
de aloimunizacdo. Certas técnicas diagnosticas invasivas, como a

amniocentese ou cordocentese, também estio associadas ao maior risco de



aloimunizagao®. Se a hemdlise é prolongada surge uma anemia grave no feto,
0 que estimula a producgéao de eritropoietina fetal com consequente aumento da
eritropoiese medular e extramedular (figado, bagco, medula dssea). A
eritropoiese  hepatica aumentada determina insuficiéncia  hepatica,
hipoalbuminemia e por consequéncia hidropisia fetal”. O grupo heme libertado
devido a hemodlise eritrocitaria € degradado enzimaticamente, produzindo
bilirrubina, que vai posteriormente ser conjugada na placenta. Apds o
nascimento, devido a imaturidade hepatica do recém-nato, existe uma
acumulagao de bilirrubina ndo conjugada, surgindo ictericia e, nos casos mais
graves, a impregnagao do cérebro por este pigmento levando ao quadro de
Kernicterus. A hidropsia fetal € uma importante causa de morbidade e

mortalidade perinatal®.

3.2.2 — Diagnostico

Ha menos de uma década, o acompanhamento de gestantes
aloimunizadas consistia na anamnese materna e paterna, exames imuno-
hematolégicos e a realizagcdo de amniocentese seriada a cada duas a trés
semanas A decisdo para iniciar a amniocentese baseava-se nos titulos de
anticorpos maternos, obtidos pelo teste de Coombs indireto. A amniocentese
permite a analise dos desvios da densidade 6ptica do liquido amnidtico a 450
nm através da avaliacdo da quantidade de bilirrubina no liquido amniético que
esta diretamente relacionada a intensidade da hemolise®. A partir da década de
1980, a ultrassonografia foi introduzida no acompanhamento das gestantes
com fetos sensibilizados, por viabilizar o diagndstico e orientar a realizagao da

cordocentese'’.
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Um exame nao invasivo, a dopplervelocimetria da artéria cerebral média
(DPACM), tem sido empregado no diagndstico de anemia fetal desde 1987 .
A cerebral média é a artéria fetal escolhida por sua localizagdo anatdmica
possibilitar uma analise dos paradmetros dopplervelocimétricos de forma mais
fidedigna'.

A DPACM detecta a anemia fetal nos estagios iniciais através da medida
do pico de velocidade sistdlica na artéria cerebral, quando o feto apresenta
melhor progndstico e as alteragdes ultrassonograficas sdo menos evidentes.
Na deteccédo de anemia fetal grave, a DPACM apresenta sensibilidade de 88%
e especificidade de 82% enquanto que o estudo do liquido amnidtico na
densidade de 450nm apresenta sensibilidade de 76% e especificidade de
77%". Além disso, por ser método ndo invasivo, a realizagdo da DPACM no
diagndstico da DHPN minimiza os riscos fetais que podem ocorrer com a
realizacdo da amniocentese e cordocentese’. Apesar dos resultados
promissores do acompanhamento das gestantes aloimunizadas com essa
avaliagcao dopplervelocimétrica, a maioria dos servicos especializados ainda
utiliza a analise do liquido amnidtico como indicador indireto da hemolise fetal.

O monitoramento do titulo de anticorpos anti-D em gestantes
aloimunizadas n3o apresenta valor preditivo para risco fetal', pois sua elevacgéo
pode se dar em mulheres com fetos RhD-negativo devido a um estimulo
imunoldgico inespecifico relacionado a gestacdo. A DPACM e a
espectrofotometria do liquido amniético apresentam falhas. A DPACM é
apontada por alguns autores como controversa. Um estudo demonstrou
alteracao no resultado da DPACM em 37 gestantes aloimunizadas. No entanto,

apo6s o nascimento foi observado que das 37 gestantes, 7 haviam dado a luz a
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criancas RhD-negativo' Isto demonstra que neste estudo houve 19% de
resultados falso-positivos 0 que aponta para uma baixa especificidade do
procedimento. Também tem sido demonstrado que a espectrofotometria de
liquido amnidtico através da amniocentese apresenta baixa sensibilidade em
gestacdes abaixo de 27 semanas’®. Também n3o ha consenso quanto ao
numero e intervalo de procedimentos necessarios 0 que pode levar a um
numero de puncdes excessivas com aumento do risco da sensibilizacao
materna devido a possibilidade de hemorragia feto-materna’®. Quando a
DPACM apresenta alteragcdo em seus resultados (>1.5 MOM) ou quando a
densidade otica (DO) do liquido amnidtico esta alterada, € indicada a
realizacdo da cordocentese. Esta permite determinar de forma direta o grupo
sanguineo e o nivel de hemoglobina fetal esclarecendo o real grau de anemia
fetal. A cordocentese € um procedimento invasivo, nao isento de risco e requer
profissionais capacitados e deve ser realizado em ambiente hospitalar devido
aos riscos envolvidos. Neste procedimento, a hemorragia feto-materno
acontece em até 17% dos casos aumentando a incidéncia de imunizagéo
nestas gestantes'’ e a perdas fetais se apresentam com frequéncia variavel
de1,5 até 5%'®. Como a indicacdo da cordocentese esta condicionada aos
resultados alterados da DPACM e espectrofotometria do liquido amnidtico e os
resultados apontam para uma baixa especificidade destes testes, em muitos
casos a indicagdo da cordocentese € equivocada levando a um risco
desnecessario.

Uma importante ferramenta para analise do risco fetal é a determinacao
do grupo sanguineo fetal. Na incompatibilidade materno fetal no sistema Rh,

apenas fetos RhD-positivo estdo sob risco, portanto o conhecimento precoce
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do grupo sanguineo fetal é decisivo no acompanhamento de gestantes RhD-
negativo aloimunizadas no pré-natal de alto-risco. A determinagdo do grupo
sanguineo fetal por testes sorolégicos convencionais sé € possivel através da
coleta de sangue fetal através da cordocentese. Como este procedimento é
invasivo, esta determinagao nao é realizada rotineiramente e o seguimento de
gestantes RhD-negativo aloimunizadas ainda se baseia em métodos
diagndsticos indiretos. Assim, gestantes sem risco para o desenvolvimento da

DHPN sao mantidas desnecessariamente no pré-natal de alto risco.

3.2.3 - Doenca Hemolitica Perinatal no Brasil

A Doenga Hemolitica Perinatal (DHPN) contribui de forma significativa
para as taxas de morbidade e mortalidade perinatal no Brasil embora ainda
exista subnotificacdo. A doenca afeta cinco criangas em cada 1000
nascimentos’. O total de nascidos vivos divulgados pelo SINASC, para o pais
em 2009 foi de 2.881.581"°. Considerando 3.000.000 de nascimentos por ano,
teriamos cerca de 15.000 recém-natos afetados por ano. Os anticorpos anti-D
estdo relacionados a 98% dos casos de DHPN®. Na populagdo brasileira, a
prevaléncia do fendtipo RhD-negativo, é variavel e heterogénea nas varias
regides do pais. Estudos realizados na Fundagao Pro-sangue demonstraram
que 87,5% a 91,8% dos doadores de sangue em S&o Paulo sdo RhD-
positivo?’. No Rio de Janeiro a frequéncia de doadores de sangue RhD-positivo
é de 90.2%%. Considerando uma média nacional de 10% de mulheres RhD-
negativo e 3.000.000 nascimentos por ano, seriam cerca de 300.000 gestantes

RhD-negativo em acompanhamento pré-natal diferenciado.

21



Lobato et al compararam o numero de casos de DHPN diagnosticados
no Servico Neonatal do Instituto Fernandes Figueira no periodo de 1998 a
2003 e comparou com o numero de casos existente na base SIH-SUS e
observou que dos 194 casos da doencga diagnosticados apenas 122 (62,8%)
constavam no banco de dados. Segundo o mesmo autor, a subnotificacdo
provavelmente esta associada a inexisténcia de um sistema de notificagao
compulséria da doenca sendo esta notificada apenas na base SIH-SUS que é
um sistema destinado a cobranga de procedimentos hospitalares e, portanto,
em muitos casos, outras causas que demandam cobranca maior como a

prematuridade, sdo langadas como diagndstico.

A mortalidade da doenga €& variavel. Um estudo realizado na
Universidade de Minas Gerais, em 128 gestantes aloimunizadas, a taxa de
mortalidade perinatal foi de 18,1%%. O 6bito e a hidropisia observados em
pacientes do IFF foram de 7%%*. Se considerarmos que a doenca afeta 5 a
cada 1000 nascimento’ e considerando o 6bito em 7%, o nimero provavel de
Obitos por ano seria 1050. No entanto, ao consultarmos o Sistema de
informagdes sobre mortalidade (SIM), os dados referentes a causa de 6bitos
relacionados a DHPN (CID-10 categorias P55 a P57) no ano de 2009, o

nimero de 6bitos observados foi 150%° (Tabela 1).
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Tabela 1: Numero de 6bitos neonatais ocorrido no ano de 2009 segundo o CID-

10 P55 a P57

N
Categoria CID-10
P55 Doenga hemolitica do feto e do recém-nascido 72
P56 Hidropsia fetal devido a doenca hemolitica 22
P57 Kernicterus 56
Total 150

Fonte: MS/SVS/DASIS - Sistema de Informagdes sobre Mortalidade - SIM -

Dados preliminares Situagao da base nacional em 17/01/2011.

Considerando os obitos perinatais em 2009 (31.575) e a taxa de
mortalidade especifica por DHPN (0,47%) neste mesmo ano, estima-se que
mortalidade por esta doencga seja em torno de 148 casos/ano. Estes resultados
apontam que a mortalidade registrada nos sistemas oficiais é algo de 10% do
valor estimado. O sub-registro contribui para a diferenga observada. Entretanto,
sao necessarios estudos adicionais para verificar qual a real situacdo do 6bito

por DHPN no sistema de saude brasileiro.

3.3 - Sistemas RH
3.3.1 — Antigenos

O sistema Rh foi descoberto em 1939 por Stetson devido a um caso de
Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN). Apds a descoberta do antigeno D, varios
outros antigenos foram sendo revelados e hoje o sistema possui cerca de 50
antigenos conhecidos. Os principais antigenos do sistema RH séo D (R,), C
(R1), E(R2) c(r') e e (r’). O antigeno D é considerado o mais imunogénico dos

antigenos eritrocitarios?® e sua frequéncia varia nas diferentes racas. Em
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caucasianos sua frequéncia é 15%, em Africanos 3 a 7% e em asiaticos 0,5 a
1%%. A presenga do antigeno D na populacdo brasileira é variavel e
heterogénea nas diferentes regides do pais. Estudos realizados na Fundagéao
Pré-sangue demonstraram que 87,5% a 91,8% dos doadores de sangue em
S&o Paulo sdo0 RhD-positivo®. No Rio de Janeiro e a frequéncia de doadores
de sangue RhD-positivo é de 90.2% e a prevaléncia de doadoras RhD- com

anti-D é de 3.98%>".

3.3.2 — Anticorpos

Os anticorpos do sistema Rh nao s&o naturais. Eles sdo deflagrados
apo6s um estimulo imunoldgico, transfusional ou gestacional. O antigeno Rh1 ou
D é o mais imunogénico dos antigenos eritrocitarios. Os anticorpos anti-D
desenvolvidos, por serem IgG, em especial IgG1 e IgG3 atravessam a barreira
placentaria e podem levar a destruicdo de hemacias fetais RhD-positivo

determinando a doenga ainda intrautero ou logo apds o nascimento>2.

3.3.3-Gene RhD

As bases moleculares do sistema RH vém sendo exaustivamente
estudadas. Os antigenos do sistema RH sao codificados por 2 genes, RHD e
RHCE localizados no cromossoma 1. Estes genes codificam a produgao de 2
polipeptidios de 417 aminoacidos RhD e RhCcEe. Os genes RHD e RHCE
compartilham 93,8% de homologia nos introns e nas regides codificadoras.
Ambos os genes possuem 10 exons®. Individuos RhD-negativo apresentam
auséncia da proteina RhD. Em caucasianos, o fendétipo RhD-negativo é

resultado de uma delecdo do gene RhD correspondendo a 1463-pb na caixa
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RHD. Individuos RhD-positivo apresentam o gene RHD em homo ou
heterozigose, Em negros, o fendétipo RhD-negativo é consequéncia de uma
situagcao mais complexa. Nesta populagéo, a auséncia de RHD ocorre em 18%
dos casos, no entanto em 67% dos casos esta associada a um gene RhD que
nao produz nenhum antigeno D. A auséncia do antigeno D pode estar
associada a presenga de um pseudogene (RHDY¥) que é o resultado da
insercao de 37 pares de base no exon 4 do gene RHD e por consequéncia a
introdugdo de um codon de terminagao (stop codon) na posigdo 210 do exon
6%*. Em 15% dos casos também esta relacionado a presenca de um gene
hibrido (RHD-RHCE-D®) onde a terminagao 3'do exon 3 e exons 4 - 8 do gene
RHD sao derivados do Gene RHCE.

Embora exista um grande polimorfismo alélico relacionado
principalmente a fatores raciais, o conhecimento das bases moleculares do
sistema Rh trouxe grandes avangos no acompanhamento de gestantes RhD-
negativo pois a possibilidade da determinagdo antenatal do grupo sanguineo e
da zigosidade paterna apresenta um alto valor preditivo ndo desenvolvimento

da DHPN.

3.4 - DNA fetal livre na circulagdo materna

A presenga de acidos nucléicos livres no plasma humano foi
estabelecida em 1948 antes da elucidacdo da estrutura do DNA®. Lo et al,
ampliou as possibilidades de diagndstico pré-natal ndo invasivo. Através da
utilizacdo da técnica de PCR em tempo real quantitativa, Lo analisou as
sequéncias dos genes SRY e f-globina em gestantes com fetos masculinos

para demonstrar que o DNA fetal representa aproximadamente 3% (25
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equivalentes genémicos /ml; variacdo de 3-69) do DNA livre no plasma
materno durante o 1° trimestre de gestacdo, aumentando para 6% (292
equivalentes gendmicos /ml; variagdo de 77—769) no 3° trimestre®’. O DNA fetal
livre no soro materno é muito mais curto do que o materno, apresentam
comprimento < 0-3 kb®. A concentracdo de DNA fetal no plasma materno é
anormalmente alta em gestagcdes onde existem alteracdes placentarias™.
Embora exista uma maior quantidade de DNA livre no soro em relagcdo ao
plasma, o nivel de DNA fetal é similar em ambos®’. A origem do DNA fetal
livre na circulagdo materna € incerta. Sua origem pode ser as células
hematopoiéticas fetais nucleadas que ao atravessarem a barreira placentaria
sofreriam apoptose liberando o DNA no sangue materno®® *'. No entanto, este
mecanismo nao justifica a quantidade de DNA fetal detectado no plasma
materno. Outra provavel origem do DNA fetal é a apoptose in situ dos
trofoblastos das vilosidades coridnicas que também levaria a liberacdo de DNA
fetal na circulacdo materna*>. A passagem do DNA através da placenta é
bidirecional, porém estudos demonstram o predominio da transferéncia do feto
para a mae*. O DNA fetal é rapidamente eliminado do plasma materno apds o
parto: meia vida de 16 minutos (variacdo de 4-30 minutos) apdés uma
cesariana®*, mas geralmente entre 10 a 100 h apds o parto vaginal ** A
presenca de DNA fetal livre no sangue materno vem sendo apontada como
uma poderosa ferramenta diagndstica n&o invasiva para determinagao

antenatal de doencas que acometem o feto.
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3.5 — Genotipagem RhD fetal por PCR em tempo real

A genotipagem RhD fetal inicialmente era realizada tendo como fonte o
DNA proveniente de amnidcitos, células trofoblasticas ou células fetais*®
obtidos através de procedimentos invasivos como a amniocentese ou
cordocentese. A técnica inicialmente empregada era a reacdo da cadeia da
polimerase (PCR) convencional utilizando diferentes sequéncias do gene RhD.
Diversos estudos foram publicados e os resultados quanto a sensibilidade,
especificidade e acuracia estao relacionados com a sensibilidade da técnica,
mas também com as sequéncias do gene RhD selecionadas. No Brasil, em
2006, Machado et al. publicaram um estudo realizado em 81 gestantes. Neste
estudo foram analisados o exon 10 e o intron 4 do gene RHD. A sensibilidade
do teste foi 98,3%, a especificidade 93,8% e a acuracia 97,3% “°.

O desenvolvimento da técnica PCR em tempo real revolucionou o
processo de deteccdo e quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA
principalmente na identificagdo antenatal do gene RhD fetal. A PCR em tempo
real pode ser realizada basicamente por trés métodos: Sondas hibridizaveis,
sondas hidrolisaveis e ligantes ao DNA. Na genotipagem RhD, por PCR em
tempo real a metodologia frequentemente utilizada é a baseada na atividade %'
nuclease da Taq DNA polimerase que cliva uma sonda de hibridizacdo
fluorogénica duplamente marcada durante a fase de extensdo da PCR. A
amplificacdo e extensao do gene alvo é detectada e quantificada em tempo real
(a medida que acontece) através da emissao da fluorescéncia que aumenta a
cada ciclo de PCR devido ao acumulo exponencial de fluoréforos®’.

Pouco depois da descoberta da circulagdo de DNA fetal livre no sangue

materno, Lo e Fass demonstraram quase simultaneamente que uma sequéncia
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do gene RhD poderia ser amplificada a partir do plasma de mulheres gravidas
com boa sensibilidade e especificidade®” *®. A acuracia da genotipagem RhD é
dependente da escolha dos exons e a sequéncia alvo dos diferentes exons do
gene RhD. O gene RhD é altamente polimérfico entdo para evitar falso-
resultados, na escolha das sequéncias de oligonucleotideos a serem utilizadas
devem ser consideradas a alta homologia que existe entre os genes RHD e o
gene RHCE e .

Devido ao alto polimorfismo deste gene, na realizagdo da genotipagem
RhD, tem sido recomendada a utilizagdo de sequéncias contra pelo menos
duas regides distintas do gene RHD. A possibilidade da presenga do gene
pseudogene RHD (RHDW), que nao expressa produto e que € prevalente na
populacao afrodescendente, levou alguns autores recomendar a inclusdao do
exon 4 ou 5, combinado com um exon alternativo (7 ou 10). Esta combinagéo
evita a incorreta interpretacido de fetos RHDY ou RHD-CE-Ds como RhD-
positivo®®,®'. Para melhor acuracia dos resultados varios autores recomendam
a realizagdo dos testes em duplicata e até em quadruplicata® °* °**°_ A tabela
2 demonstra os dados da acuracia de 23 estudos publicados considerando a
escolha dos exons do gene RhD e a idade gestacional®.

Podemos observar a utilizacdo de sequéncias contra diferentes exons
em amostras coletadas em gestantes com idade gestacional que variou entre 8
a 41 semanas. Observamos que em 7 dos 23 estudos a acuracia foi de 100%.
Nestes trabalhos, foram utilizados de uma até 5 diferentes iniciadores, O
menor valor de acuracia, 90%, foi observado em 2 estudos. Cada autor utilizou
apenas 1 iniciador (7 e 9). Os estudos mais representativos foram realizados

por Finning e Muller (nUmero de amostras >1000). Finning utilizou sequéncias
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complementares aos exons 4, 5 e 10 e observou acuracia de 95,7%. Muller
utilizou sequéncias complementares aos exons 5 e 7 e observou acuracia de
99,8%. Provavelmente, a menor acuracia obtida por Finning estava relacionada
a utilizacdo de sequéncia complementar ao exon 10. A inclusdo de sequéncia
dirigida para o exon 10 pode levar a resultados falsos-positivos®, pois

individuos portadores do haplétipo Cde s&o detectados como RhD-positivo®.

Tabela 2: Acuracia do método utilizando diferentes exons do gene RhD e a
técnica PCR em tempo real
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Autor Referéncia Exonsdo Acuracia Numero Idade
gene RhD de gestacional
amostras
Lo et al. 37 10 96 57 7-41
Faas et al. 48 7 100 31 16-17

Finning et al. 51 4,5,10 95,7 1997 28
Gautier et al. 52 10 99 285 8-35
Muller et al. 54 57 99,8 1113 6-32
Minon et al. 55 4,5,10 99,8 563 >10
Turner et al. 57 10 90 31 <20

Gonzalez-Gonzalez 58 7 90 20 11-16
et al.

Randen et al. 59 7 92 114 6—-38
Zhou et al. 60 4,510 94 98 NI
Legler et al. 61 4,7 96 27 11-38
Zhang et al. 62 7 98 58 10-21

Clausen et al. 63 7,10 98 56 15-36

Rijnders et al. 64 7 99 72 11-19

Rouillac-Le Sciellar et 65 7,10 99 300 10-34
al.

Finning et al. 66 K, C,c E 99,4 173 10-36

Rouillac-Le Sciellar et 67 7,10 99,5 893 NI
al.

Finning et al. 68 4,5,6, 10 100 137 8-42
Costa et al. 69 10 100 102 8-14
Harper et al. 70 4,5,10 100 2 13-16
Finning et al. 71 4,5,10 100 283 842

Hromanikova et al. 72 7,10 100 28 11-38
Hromanikova et al. 73 7,10, 100 45 11-40
RHCE, E, C

Adaptado de Maddocks 2009 56



No Brasil existem poucos estudos publicados que utilizem a metodologia
de PCR em tempo real. Chinen utilizou sequéncias para amplificagdo dos
exons 7 e 10 e como critério para considerar o resultado positivo a amplificacdo
isolada de um ou outro exon’®. Este critério pode levar a falso-resultados, pois
a presenca do pseudogene ou outros gendtipos parciais sdo interpretados
como RhD-positivo. Schmidt utilizou sequéncias complementares aos exons 5
e 7. Apenas as sequéncias utilizadas para o exon 5 sdao semelhantes aquelas
preconizadas pelo grupo SAFE. O critério para avaliar o resultado como
positivo considerou a amplificacdo de ambos os exons. Em 43 amostras
analisadas houve concordancia em 42 (97,7%) com o fendtipo do recém-nato.
Quando realizada a genotipagem do recém-nato (RN) a partir de células da
mucosa bucal do RN houve concordancia. A causa da discordancia foi
atribuida a um erro na tipagem RhD do recém-nascido®’.

Na genotipagem RhD utilizando o DNA fetal livre no plasma materno e a
PCR em tempo real, faz-se necessaria a inclusdo de controles e marcadores
para verificar se ha presengca de DNA (controle da amplificagao) e,
especificamente, de DNA fetal pois sua quantidade no plasma materno é
pequena. Varios genes podem ser utilizados como controle interno da
amplificacdo de DNA: o gene CCR5 o GAPDH (gliceraldeido -3-fosfato
desidrogenase) e o gene da B-globina. Quando n&o ha amplificagédo do gene
controle, os testes ndo serdo validados. Nesse caso, € necessaria nova
extracao de DNA e um novo teste.

A genotipagem RhD fetal € complexa e a acuracia dos resultados esta
relacionada a qualidade da amostra, a idade gestacional, a realizagdo dos

testes em duplicata e a escolha dos exons a serem amplificados.
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3.6 — Protocolo SAFE “SPECIAL NON-INVASIVE ADVANCES IN FETAL
AND NEONATAL EVALUATION NETWORK?™.

Com o objetivo de analisar o custo e a efetividade da introdugcéo de um
procedimento ndo invasivo para o diagnostico de patologias que acometem o
feto, entre elas a DHPN, 50 cientistas de 19 paises cientistas europeus foram
reunidos e durante 5 anos (2004 — 2009) testaram diversos protocolos de
extragcdo de DNA fetal livre no sangue materno e em especial em relagédo a
DHPN, diversos protocolos de amplificagdo do gene RhD. Foram gerados
neste periodo diversos trabalhos cientificos, relatérios e workshops. O
protocolo preconiza a utilizagao do kit de extracao de DNA QlAamp DSP Virus
Kit QIAGEN, Hilden, Germany e a para amplificagédo do gene RhD adota a co-
amplificagcdo de pequenos fragmentos dos exons 5 e 7. Esta combinagéo
possibilita uma melhor deteccdo das variantes genéticas do gene D
possibilitando uma interpretacdo mais acurada. Preconiza a inclusdo de
controles utilizando sequéncias especificas do gene Y (DYS1714) ou da B-globina
entre outros. As sequéncias complementares aos exons 5 e 7 preconizados

pelo protocolo SAFE estdo descritas na tabela 4%°.

Tabela 3: Sequéncia de oligonucleotideos - Protocolo SAFE

Nome do primer Sequéncia Exon do gene
RhD
RHD 940S GGGTGTTGTAACCGAGTGCTG 7
RHD 1064R CCGGCTCCGACGGTATC 7
RHD 968T CCCACAGCTCCATCATGGGCTACAA 7
RHD ex5F CGCCCTCTTCTTGTGGATG 5
RHD ex5R GAACACGGCATTCTTCCTTTC 5
RHD ex5T TCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCTGCT 5
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Estudos observaram que o desempenho do ensaio variava com o tipo de

reagente de extracao utilizado. Os valores de sensibilidade, especificidade e

acuracia estdo descritos na tabela 5%°.

Tabela 4: Desempenho dos principais reagentes para a extragdo do DNA

Semanas Kit de extracado N° de Exons do Sensibilidade Especificidade Acuracia
de de DNA amostras gene % % %
gestacéo RhD
6-32 Chemagem 1022 57 99,8 98.1 99.2
8 -38 MDx 1869 57 99.7 94 95.7
6 -32 DSP virus 1022 57 99.7 99.2 99.5
28 -30 Magna Pure 45 57 96.3 95 97.8

Ao analisarmos os resultados observamos que o kit DSP virus
apresentou melhor acuracia (99,5%) e por isto foi o escolhido para o protocolo
de genotipagem RhD.

A maior experiéncia clinica na genotipagem RhD fetal ndo-invasiva € do
International Blood group Reference Laboratory (IBGRL) in Bristol, Inglaterra.
Em 2008, Finning realizou a genotipagem RhD fetal em 1869 amostras de
plasmas de gestantes RhD-negativo coletados no 1° trimestre da gestacao.
Posteriormente comparou os resultados da genotipagem RhD com os
resultados obtidos na classificacdo RhD das amostras de cordao umbilical. Os
resultados de concordancia entre os testes estdo demonstrados na tabela de
namero 6. Nela observamos que os resultados foram concordantes em 95,7%
e discordantes em 0,8% dos casos. Em 2,4% dos casos a genotipagem néo foi
conclusiva. Se considerarmos estes resultados como critério para a aplicacao
da Rhlg, haveria falha na aplicacdo em 3 das 1869 gestantes. Portanto se a
Rhilg fosse aplicada considerando apenas os resultados positivos, a

sensibilidade do teste seria 96,6% (IC = 95.5% - 97.6%) e a especificidade 98%
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(IC = 96.7% - 98.8%). Se fosse aplicada considerando também os casos
inconclusivos, a sensibilidade seria 99.7% (99.2% - 99.9%) e a especificidade

94% (92.0% - 95.5%)°".

Tabela 5: Comparagao da genotipagem e fenotipagem Rh >1

Genotipagem Classificagdo RhD do Numero % Concluséao
RhD sangue do cordao De
amostras
RhD-positivo RhD-postivo 1118 59.8 Correto
RhD-negativo RhD-negativo 670 35.9 Correto
RhD-positivo RhD-negativo 14 0.8 Falso
positivo
RhD-negativo RhD postivo 3 0.2 Falso
negativo
RHD- variante 4 RhD postivo / 4 RhD 8 0.4 Inconclusivo
negativo
Inconclusivo 13 RhD postivo / 18 RhD 31 1.7  Inconclusivo
negativo
Inconclusivot 18 RhD postivo/ 7 RhD 25 1.3  Inconclusivo
negativo
4 — Método

Para o mapeamento das condi¢gdes para a implantagdo da genotipagem
RhD fetal no SUS foram utilizados os conceitos do método de Planejamento
Estratégico Situacional (PES) propostos por Carlos Matus. . Embora este
método tenha sido desenhado para ser aplicado no nivel central de
governabilidade, seu formato flexivel também possibilita sua aplicagdo a niveis
regionais e setoriais. O método PES prevé quatro momentos para o
processamento dos problemas: Momento explicativo, Momento normativo,
Momento estratégico e Momento tatico-operacional. O conceito “momento” vem
para substituir a ideia de “etapas” visando uma ag¢ao mais dinamica e interativa
no processo de planejamento (Figura 1)*. O Momento explicativo prevé o

diagndstico situacional, a identificagdo dos problemas e o estabelecimento



das prioridades. O momento normativo formula os objetivos e o prazo para
executa-los, o Momento estratégico analisa a viabilidade dos planos e os
atores envolvidos no processo e o momento operacional estabelece a

execucdo dos planos e a avaliagdo das mudancgas *°.

EXPLICATIVO

Fai, &, tende a ser

TATICO - OPERACIONAL < NORMATIVO

Fazer Deve ser

ESTRATEGICO

Deve ser e pade ser

Figura 1: Interagdo entre as diversas fases (momentos) do PES %

4.1 - Momento explicativo

Todas as diretrizes para o acompanhamento pré-natal a gestantes de
baixo e alto risco estdo estabelecidas respectivamente nos manuais: Manual
Técnico de Pré-Natal e Puerpério — Atencao Qualificada e Humanizada, edicao
2005%* e Manual Técnico do Ministério sobre Gestacdo de Alto Risco, edicéo
2010". Segundo estes manuais, depois de estabelecido o diagnéstico da
gravidade, o acompanhamento da mulher, no ciclo gravido-puerperal, deve ser
iniciado o mais precocemente possivel através de consultas de pré-natal
realizadas na unidade de saude ou durante visitas domiciliares. O
acompanhamento s6 se encerra apos o 42° dia de puerpério, periodo em que
devera ter sido realizada a consulta de puerpério. O calendario de atendimento

pré-natal deve ser programado em fungao dos periodos gestacionais que



determinam maior risco materno e perinatal. Deve ser iniciado precocemente
(primeiro trimestre) e deve ser regular e completo (garantindo-se que todas as
avaliagdes propostas sejam realizadas e preenchendo-se o cartdo da gestante
e a ficha de pré-natal). O numero minimo de consultas de pré-natal devera ser
de seis consultas, preferencialmente, uma no primeiro trimestre, duas no
segundo trimestre e trés no ultimo trimestre.

Na 12 consulta devem ser solicitados diversos exames laboratoriais e entre eles
a classificagao sanguinea ABO e RhD.

Se a gestante for RHD-negativo, deve ser verificado o grupo sanguineo
do pai da crianca. Se este for RhD-positivo, deve ser solicitado para a gestante,
o teste indireto da antiglobulina humana (Coombs indireto) para investigar a
presenca de anticorpos anti-D. Se este for positivo a gestante devera ser
encaminhada ao pré-natal de alto risco' onde o seguimento dependera do titulo
de anticorpos anti-D e da histéria obstétrica de antecedente de acometimento
fetal ou neonatal. Os algoritmos 1 (Anexo 1) e 2 (Anexo 2) do manual de
gestacdo de alto-risco resumem a proposta de seguimento pré-natal. Nos
centros onde nao ha disponibilidade de acesso a dopplervelocimetria com
ultrassonografista experiente, pode-se utilizar a amniocentese seriada com
espectrofotometria de liquido amnidtico e analise da variagdao da densidade
Optica da concentracio de bilirrubina fetal no comprimento de onda de 450nm
(ADO450) plotada no grafico de Liley. O numero de consultas e procedimentos
efetuados durante o pré-natal de gestantes RhD-negativo depende do risco da

DHPN, do resultado do teste de Coombs indireto e da historia obstétrica.
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A tabela 3 resume o numero de procedimentos efetuados nas gestantes
durante o acompanhamento pré-natal considerando os resultados do teste de
Coombs indireto (ClI).

Tabela 6: Seguimento obstétrico baseado nos resultados do Coombs Indireto

(Cl)
Idade Conduta frente ao resultado do 1° teste de Coombs Indireto
gestacional realizado na 122 semana de gestacgao
Cl Cl Cl
Negativo  Positivo < Positivo = 32
32

132 semana
142 semana Cl + DPACM
162 semana Cl Cl + DPACM
182 semana Cl + DPACM
20? semana Cl Cl + DPACM
222 semana Cl + DPACM
242 semana Cl Cl + DPACM
262 semana Cl Cl + DPACM
282 semana Cl Cl + DPACM
292 semana Cl + DPACM
302 semana Cl Cl Cl + DPACM
31% semana Cl + DPACM
322 semana * Cl Cl + DPACM
332 semana Cl + DPACM
342 semana Cl Cl + DPACM
352 semana Cl + DPACM
362 semana Cl Cl + DPACM
372 semana Cl + DPACM
382 semana Cl Cl + DPACM

392 semana

40% semana

Numero de

procedimentos 2 11 19 + 18
a serem
realizados

* Aplicar a Rhlg

Na tabela observamos que segundo orientagdes do manual técnico do
M.S. de 2010", gestantes RhD negativo devem realizar o teste de Coombs

direto em torno da 122 semana de gestacao e se este for negativo devera ser



repetido na 30 semana. Quando o resultado do 1° teste de CIl é positivo, o
seguimento pré-natal dependera titulo de anticorpos. Se o titulo for <32 o
numero de testes de Cl realizados é 11. Se = 32 o numero de testes de Cl
realizados é 11 e paralelamente devera ser realizada a DPACM num total de
18 testes.

Na prevencado da sensibilizagcdo materna, o mesmo Manual determina
que em toda gestante RhD-negativo n&o aloimunizada com risco para a DHPN
deva ser aplicada a Rhlg apds o parto ou aborto pois a principal causa da
aloimunizagdo Rh é a passagem de hemacias fetais RhD-positivo para a
circulagdo materna durante o parto. Embora durante a gestacao, o transito de
células fetais para a circulagcdo da mée seja pequeno, o Manual também
determina que a Rhlg deva ser administrada entre a 28% e 34% semana de
gestacao e apos qualquer evento clinico ou procedimento com possibilidade de
sangramento feto-materno e portanto aumento da chance de imunizagéo.
Devido a estes riscos, O exato mecanismo de ag¢ao da imunoglobulina ndo é

9. 92 Porém varios estudos demonstram que a pratica da

bem conhecido
aplicagao da Rhig entre a 282 e 342 semana de gestagao diminuiu o risco de

imunizacdo anti-D na 12 gestacdo de 1% para 0,2%"°.

4.1.1 — Impacto da Genotipagem RHD no acesso ao pré-natal de alto risco

A genotipagem RhD a partir do DNA fetal livre no plasma materno nao é
vital para o acompanhamento de gestantes RhD-negativo. No entanto, sua
introdugdo na rotina pré-natal destas gestantes tera um efeito positivo sobre
diferentes aspectos assisténcias da saude materno-fetal. Sao eles:

— Dificuldade de acesso ao pré-natal de alto-risco;
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— Caréncia de Imunoglobulina anti-D (Rhlg)
— Numero elevado de exames para avaliagao de risco fetal
— Indicacéo equivocada de procedimentos invasivos
— Indicacdo de parto precoce contribuindo para a alta taxa de obito

relacionado a prematuridade
— Caréncia de leitos em UTI pediatrica

O grupo sanguineo RhD de recém-natos filhos de mulheres RhD-negativo
depende do grupo sanguineo paterno e em especial da zigosidade deste gene
nos individuos RhD-positivo. Num relatério publicado em 2006 pelo grupo que
compde a Safenetwork, a frequéncia de nascimentos de RN RhD-negativo em
mulheres RhD-negativo variou de 17,8% a 50%. Isto demonstra o grande
polimorfismo genético que esta diretamente relacionado a heranga racial. No
Brasil, Baiochi e colaboradores estudaram durante um ano os fendtipos de
puérperas e neonatos em duas maternidades de Sao Paulo e observaram que
a prevaléncia de recém-natos RhD-negativo filhos de mulheres RhD-negativo
foi de 27%°%°. Estes estudos demonstram que o conhecimento precoce do
grupo sanguineo fetal poderia afastar do pré-natal de alto risco um numero
consideravel de gestantes RhD-negativo com fetos RhD-negativo e portanto
sem risco para a DHPN.

Podemos estimar este numero. O numero anual de nascidos vivos no

Brasil é de cerca de 3.000.000 (2.881.581) segundo dados do DATASUS de
2009%". Considerando que a frequéncia média de mulheres RhD-negativo no
Brasil é em torno de 10%', o nimero de gestantes RhD-negativo seria de
300.000. Considerando ainda as frequéncias antigénicas, aproximadamente

90% destas mulheres teriam parceiros RhD-positivo. Segundo a literatura,
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entre os individuos RhD-positivo, 42% sdo homozigotos para o gene RHD e

48% apresentam o gene em dose Unica®.

Sendo assim, dentre estas,

teriamos a possibilidade de 72.000 (24%) mulheres darem a luz a recém-nato

RhD-negativo e poderiam ser afastadas do pré-natal de alto risco. (Figura 2).

Considerando 3.000.000 partos ao ano e que em grande parte dos

casos O grupo sanguineo do parceiro é desconhecido, a realizacdo da

genotipagem RhD fetal teria o potencial de afastar do pré-natal de alto risco

34% das gestantes RhD-negativo. Estas mulheres poderiam retornar ao pré-

natal de baixo risco aumentando a disponibilidade do acesso ao pré-natal de

alto risco para as demais gestantes.

Gestantes
RhD-positivo
(90%) 2.700.000

Y

Numero de

nascimentos / Ano
3.000.000

Gestantes
RhD-negativo
(10%) 300.000

b 4

h 4

Parceiros
RhD-negativo
30.000

Y

Parceiros com
gene D dupla
dose
(42%) 126.000

Y

RN RhD-negativo
30.000

RN RhD-positivo

v

Parceiros com
gene D
simples dose
(48%) 144 000

Y

126.000

RN RhD-positivo
72.000

Y

RN RhD-negativo
72.000

Figura 2: Projecdo do numero de gestantes RhD- negativo que poderiam ser

afastadas do pré-natal de alto risco com a realizagdo da genotipagem RhD.



4.1.3 — A Genotipagem RHD e a utilizagdo da imunoglobulina anti-D

Devemos, no entanto, levar em consideragao que esta politica de
profilaxia agrega o custo da assisténcia pré-natal a gestantes RhD-negativo de
maneira consideravel. A Rhlg é um hemoderivado de origem humana de alto
custo ndo produzida no pais. A Rhlg n&o € isenta de riscos e ha possibilidade
de efeitos colaterais. Em um workshop, o grupo SAFE apresentou os
resultados de um estudo sobre os efeitos da utilizagdo da Rhlg . No periodo de
Janeiro de 2005 e Julho de 2007 foram aplicados 580.000 frascos (250 ug) de
Rhig e foram relatadas 28 reacbes adversas: 8 rashes cutaneos, 3 inflamagdes
no local da aplicagcao, 3 pacientes apresentaram vomitos, 1 reacido anafilatica e
13 outras reacdes nao especificas . O risco de encontrar uma particula de virus
HBV, HCV e HIV em uma dose foi estimado usando um modelo probabilistico
cobrindo todo o processo do doador ao produto acabado. Esta probabilidade foi
de 1 em 2,5 X 10" para HBV, 1 em 2 X10'"° para HCV e 1 em 5 X10"" para
HIV®,

Outro ponto fundamental é que embora o Manual de gestagcédo de alto-
risco indique a aplicagado da Rhlg, ndo existe um programa nacional que aborde
a questao da imunizagdo RhD de maneira mais ampliada garantindo a compra
e distribuicado regular da Rhig para todas as unidades do SUS. A falha na sua
administracdo acontece mesmo considerando a situacdo como um evento
sentinela.

A possibilidade do conhecimento do grupo sanguineo fetal durante a
gestagao levaria a uma melhor indicagcdo na aplicagdo da Rhlg durante a
gestagdo, aumentando sua disponibilidade para as mulheres que realmente

estio em risco.
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4.1.2 - Genotipagem RHD e a prematuridade

Na DHPN, a antecipagao do parto tem por finalidade eliminar a causa da
doenca, ou seja, a passagem ativa dos anticorpos maternos' através da
placenta que leva a destruicdo das hemacias e ao quadro de anemia. No
entanto o parto precoce expde o neonato a afecgdes perinatais relacionadas a
prematuridade como o desconforto respiratorio do recém-nascido, a
enterocolite necrotizante e as infecgdes. A prematuridade € uma causa
importante de morbidade e mortalidade neonatal®. O numero de &bitos
relacionados a prematuridade no Brasil vem crescendo. Em 1997 esse numero
era de 2.774 passando para 3.675 em 2006%°. Por consequéncia, frente a
indicacado do parto precoce se faz necessario reserva de leito em Unidades de
tratamento Intensivo (UTI neonatal). No Brasil ha caréncia de leitos em UTI
neonatal principalmente destinado a populacdo SUS-dependente. A
possibilidade da genotipagem RhD fetal e o conhecimento antenatal do grupo
sanguineo fetal levaria a redugao do numero de indicagdes de parto prematuro

disponibilizando leitos de UTI neonatal para outras afec¢gdes que acometem o

neonato.

4.2- Momento normativo

A introducdo da genotipagem RhD a partir do DNA fetal livre no plasma
materno em gestantes RhD-negativo € uma ferramenta eficaz na analise de
risco fetal para o desenvolvimento da DHPN. Esta tecnologia nao ¢é utilizada na
rotina pré-natal de gestantes RhD-negativo que sdo acompanhadas no SUS.
Neste estudo, sua implantacédo € analisada tendo por base a realidade do

municipio do Rio de Janeiro. Isto ocorreu em fungdo de uma parceria que
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existe entre o Instituto Fernandes Figueira e o HEMORIO intitulado
“‘Determinacao antenatal da genotipagem RhD fetal a partir do plasma materno
como uma ferramenta de acompanhamento de gestantes RhD-negativo”,
aprovado e registrado no CEP/IFF sob numero CAAE 003400800011, que visa
realizar a genotipagem RhD fetal em amostras de plasma de 100 gestantes
RhD-negativo aloimunizadas e cujos resultados complementardao as

informacdes necessarias para sua implantacao.

4.2.1 — Cenarios para a implantacéo da genotipagem RhD

Os fatores para a implantacdo da genotipagem RHD fetal contemplam
dois diferentes cenarios, que devem ser analisados distintamente. Sao estes:
— Cenario 1: gestantes RHD negativo ndo aloimunizadas;
— Cenario 2: gestantes RHD negativo aloimunizadas;

No cenario 1, como as gestantes ndo estdo aloimunizadas, elas
permanecem no pré-natal de baixo risco, realizam pelo menos dois testes de
Coombs indireto e devem receber uma dose de Rhlg entre a 282 e 34% semana.
A introdugéo da genotipagem RHD fetal neste grupo apresenta como vantagem
a identificagdo precoce das gestantes com real risco para aloimunizagdo e
DHPN (aquelas com fetos RhD-positivo), melhorando a indicagdo Rhlg e como
consequéncia uma racionalizagdo no uso deste hemoterapico e dos recursos
da assisténcia pré-natal.

No cenario 2, como as gestantes sdo aloimunizadas, elas sao
acompanhadas em pré-natal de alto risco em centro de referéncia para DHPN
onde sao submetidas a consultas constantes e a realizacdo de exames de alta

complexidade incluindo aqueles invasivos como amniocentese ou
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cordocentese. A introducado da genotipagem RhD permitiria a identificagao das
gestantes com real risco para DHPN e as demais gestantes seriam
encaminhadas para o pré-natal de baixo de risco. Como consequéncia levaria
ao aumento da oferta de pré-natal de alto risco e otimizagdo de recursos do
pré-natal de alto risco.

A implantacdo da genotipagem RhD fetal em ambos os cenarios
apresenta certas particularidades que necessitam ser analisadas. Um ponto
critico para este ensaio € a qualidade das amostras coletadas. Amostras
coletadas inadequadamente ou mal conservadas podem acarretar falso
resultado. Assim ao considerarmos o cenario 1, como o pré-natal de baixo
risco se da em unidades de saude descentralizadas e espalhadas nos diversos
municipios do estado , a padronizacdo da coleta e envio de amostras para a
realizacdo dos testes seria bem complexa. Se optassemos pelo
encaminhamento das gestantes para o centro de referéncia para coleta e
realizacdo dos testes, da mesma forma, como estas gestantes residem em
areas proximas das unidades de assisténcia pré-natal, o deslocamento das
mesmas agregaria complexidade ao processo. Ao considerarmos o cenario 2,
como as gestantes sdo acompanhadas em um centro de referencia especifico,
a padronizagao da coleta e envio de amostra demandaria menor complexidade,
no entanto haveria necessidade de profissionais habilitados para coleta e
manipulacdo de amostras destinadas a ensaios moleculares. Outro aspecto
que envolve ambos os cenarios diz respeito aos profissionais que teriam que
solicitar os exames, esclarecer as gestantes sobre a potencialidade da
genotipagem RhD fetal, solicitar a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido e posteriormente, documentar os resultados e deflagrar as ag¢des
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pertinentes de acordo com o resultado recebido (contraindicar a aplicagdo da
Rhig em gestantes nao aloimunizadas com fetos RhD-negativo ou encaminhar
ao pré-natal de baixo risco as aloimunizadas).

A atual demanda nacional de hemoderivados importados no Brasil,
entre eles a Rhlg, representa um custo anual estimado de R$ 500.000.000,00.
Buscando a autossuficiéncia no setor de derivados do sangue, em 2 de
dezembro de 2004 foi criada a Empresa Brasileira de Hemoderivados e
Biotecnologia (Hemobras). A empresa teve seu estatuto aprovado em 28 de
marco de 2005. A HEMOBRAS é uma estatal vinculada ao Ministério da Saude
e embora a empresa ja tenha iniciado suas atividades e dentre seus objetivos
esteja, a producdo de Rhlg, a matéria prima para sua produgédo € humana
(plasma de doadores apresentando anticorpos anti-D) e cada vez mais
escassa. Portanto, todas as medidas que possam levar a redugcao de seu
consumo sao importantes. Neste contexto, a realizacdo da genotipagem RhD
fetal teria um potencial significativo pois identificaria as gestantes RhD-negativo
com fetos RhD-negativo reduzindo a utilizagdo da Rhlg em aproximadamente

25%.

4.2.2 — Acbes considerando o Cenario 1
Neste cenario os dois principais atores sao:
— Rede municipal de assisténcia pré-natal do Rio de janeiro e
— HEMORIO
A SMS do Rio de Janeiro é responsavel pela assisténcia pré-natal da
maior parte das gestantes da cidade. O Municipio conta hoje com cinco Areas

de Planejamento (AP’s), 33 Regides Administrativas e 160 bairros. A
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assisténcia pré-natal é realizada de forma decentralizada em postos de saude
e maternidades distribuidas nas cinco AP’s. As gestantes sdo encaminhadas
preferencialmente as unidades de saude préximas de sua residéncia. Cada
unidade basica de atendimento se relaciona a uma maternidade de referéncia.
As principais maternidades municipais do Rio de Janeiro s&o:

— Hospital Maternidade Oswaldo Nazareth,

— Hospital Maternidade Fernando Magalhaes,

— Hospital Municipal Miguel Couto,

— Hospital Maternidade Carmela Dutra,

— Hospital Maternidade Herculano Pinheiro,

— Hospital Maternidade Alexander Fleming e

— Maternidade Leila Diniz.

Todas estas unidades estdo aptas para realizacdo do pré-natal de baixo
risco. O grupo sanguineo materno € solicitado na 12 consulta de pré-natal.
Caso a gestante seja RhD-negativo, € solicitado o teste indireto da
antiglobulina humana (Teste de Coombs Indireto). Quando o teste de Coombs
indireto é positivo, a gestante deve ser encaminhada ao pré-natal de alto risco
onde o seguimento obstétrico dependera do titulo de anticorpos anti-D.

Neste cenario, as gestantes deverdo ser encaminhadas ao HEMORIO
para coleta e realizacdo dos ensaios, pois as maiorias das unidades
assistenciais n&o realizam coleta de amostras e também porque, devido a uma
particularidade da técnica de genotipagem RhD, as amostras coletadas devem
ser centrifugadas na 12 hora apos a coleta.

As unidades assistenciais municipais seriam 0s responsaveis pela

identificacdo das gestantes em risco para a DHPN, solicitagdo e
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encaminhamento das gestantes ao HEMORIO e posteriormente recebimento
dos resultados. O fluxo de atendimento, portanto seria:

— Atendimento da gestante na unidade

— Esclarecimento sobre a potencialidade da genotipagem RhD fetal

— Encaminhamento da gestante ao HEMORIO

— Recebimento do resultado

— Novo esclarecimento a gestante do grupo sanguineo RhD do feto.

Nas unidades basicas, o atendimento pré-natal de baixo risco é realizado
por enfermeiros. Neste caso tais profissionais necessitariam ser capacitados
para encaminhamento e recebimento dos resultados dos exames.

Neste cenario, o HEMORIO seria o responsavel por todo o processo. Desta
forma o fluxo de atendimento das gestantes seria:

— Recepcéo e cadastro das gestantes,

— Realizacao de cadastro,

— Coleta de amostra,

— Armazenamento da amostra,

— Realizacdo do exame,

— Emisséo e envio dos resultados.

A recepcdo, o cadastro e a coleta de amostras se ddo em uma area
propria para atendimento de pacientes externos. O atendimento a estes
pacientes se da de 22 a 52 feira no horario de 10.00 as 12.00h. Durante o
cadastro também seria solicitada a assinatura do Termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE). Para a realizagdo da genotipagem RhD fetal ndo ha
necessidade de jejum e portanto ndo ha prejuizos a saude da gestante. Como

0 quantitativo previsto de gestantes & pequeno (cerca de 180 por més), a
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logistica de atendimento poderia considerar a distribuicdo diaria de pacientes
de acordo com as AP’s de origem.

As amostras acompanhadas dos termos de consentimento livre
esclarecido seriam posteriormente enviadas para o laboratorio. As amostras
seriam centrifugadas na 1% hora apés a coleta e acondicionadas para
realizacao dos testes uma vez por semana. Os TCLE seriam arquivados.

Os resultados poderiam ser disponibilizados através de envio por fax, e-
mail ou acesso direto através da internet. Esta logistica poupa a gestante do

deslocamento para o recebimento do resultado do exame.

4.2.3 — AcOes considerando o Cenario 2
Neste cenario os dois principais atores sao:
— Instituto Fernandes Figueira (IFF)
— HEMORIO
O Instituto Fernandes Figueira é um 6rgao federal de referéncia para o
risco fetal e desempenha um papel fundamental na assisténcia a gestantes
aloimunizadas em risco para a DHPN. Como centro de pesquisa, realiza
avaliagbes para o desenvolvimento de tecnologias em Saude através de seu
Nucleo de Avaliagdo de Tecnologias em Saude do IFF (NATS/IFF) e elabora
pareceres para o Ministério da Saude para o desenvolvimento de projetos de
pesquisa sobre tecnologias para saude da mulher, da crianca e do
adolescente.
— Atendimento da gestante no IFF
— Esclarecimento sobre a potencialidade da genotipagem RhD fetal

— Solicitacdo do teste
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— Entrevista com a gestante na Unidade transfusional do IFF:
— Coleta das amostras.

— Centrifugagédo da amostra

— Armazenamento das amostras no IFF

— Transporte das amostras para o HEMORIO

Neste cenario as amostras seriam coletadas na Agéncia transfusional do
IFF apos a entrevista com a gestante onde além do cadastro também seria
solicitada a assinatura do Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE). As
amostras seriam acondicionadas em freezer a -30°C até o momento do
transporte para o HEMORIO acompanhadas dos TCLE.

O HEMORIO receberia as amostras, acondicionaria até a realizagdo dos
testes, arquivaria os TCLE e, apds a realizacdo dos testes, disponibilizaria os

resultados através de envio por fax, e-mail ou acesso direto através da internet.

4.3- Momento estratégico
4.3.1 - Atores envolvidos no processo de implantagcdo a tecnologia no
SuUs
As acbes para implantacdo desta nova tecnologia na assisténcia pré-
natal envolvem diversos atores. Os principais sao:
— Ministério da Saude: Departamento de Ciéncia e Tecnologia (DECIT)
Secretaria de Assisténcia a Saude (SAS) e hospitais de referéncia,
— Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
— Governos Municipais: Secretaria Municipal de Saude e

— Governos Estaduais: Secretaria Estadual de Saude.
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O Ministério da Saude desempenha importante papel na regulagao,
liberagao de recursos e na assisténcia. Os principais 6rgaos do MS envolvidos
sdo: Departamento de Ciéncia e Tecnologia (DECIT) e Secretaria de
Assisténcia a Saude (SAS). A DECIT, através da Comissao de Incorporacgao
de Tecnologias do Ministério da Saude (Citec) é responsavel por receber as
propostas de incorporagdo ou exclusdo de tecnologias no SUS, revisdo de
diretrizes clinicas, protocolos terapéuticos e assistenciais.

A Secretaria de Atencdo a Saude do Ministério da Saude (SAS/MS)
agrega informacgdes necessarias ao registro informacao relacionadas ao perfil
epidemioldgico da populagcao a ser beneficiada pela tecnologia, a infraestrutura
necessaria para uma adequada assisténcia, a estimativa de custo e a cobertura
a ser oferecida.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem a misséao de
regular as tecnologias, normatizando a entrada no mercado brasileiro. A
ANVISA, através dos Hospitais Sentinelas, uma rede de mais de cem hospitais,
€ responsavel pelo monitoramento de ocorréncia de eventos adversos relativos
ao uso de medicamentos e produtos para a saude em todo o pais.

Os governos estaduais € municipais desempenham importante papel na
incorporacdo de novas tecnologias. Neste projeto as Secretarias Municipal
(SMS) e Estadual (SES) de Saude tem um importante papel.

As SMS sao responsaveis por grande parte das unidades de
atendimento pré-natal e, portanto desempenha um importante papel
assistencial, estando diretamente envolvida na liberagdo de recursos, na

logistica de encaminhamento das amostras, na comunicagao de resultados, na
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identificacdo das gestantes em risco e no encaminhamento das mesmas ao
centro de referéncia.

As SES através dos Hemocentros coordenadores, que s&o as
instituicdes identificadas como tendo potencial para a realizacdo dos ensaios,

desempenham um importante papel através da disponibilizagao de recursos.

4.4- Momento tatico-operacional

4.4.1 — Papel dos Hemocentros

Os Hemocentros das principais capitais do pais ja contribuem para o
suporte a saude da familia, em especial saude materno-infantil participando da
triagem neonatal através da realizacdo da pesquisa de hemoglobina S ao
nascimento. No Rio de Janeiro, o HEMORIO comemorou, em 2010, 10 anos de
participacdo no programa de Triagem neonatal o que Ihe confere importante
experiéncia na logistica de recebimento de amostras externas e no envio dos
resultados.

Estda concentrada também nos Hemocentros a realizacdo de testes
sorologicos para doencgas infectocontagiosas em amostras de doadores
oriundos dos diversos Hemonucleos do Estado o que amplia a capacidade

destas instituicdes na realizagdo de exames para a rede publica brasileira.

4.4.2- Disponibilidade de Recursos Publicos
Os gastos para a implantagao do piloto estao relacionados a:

— Compra de insumos,

— Capacitacao técnica,



— Compra ou desenvolvimento de um software de gerenciamento.

A possibilidade de utilizagdo da estrutura ja existente nos Hemocentros, ou
seja, infraestrutura e recursos humanos reduzem, em muito, o custo da
implantagc&do. As unidades de assistenciais poderiam contar com as equipes ja
instaladas. O custo principal do projeto estaria relacionado a compra de
insumos, capacitagao técnica e a aquisicao do software. Considerando estas
estimativas o investimento inicial seria da ordem de R$30.000,00 e o valor

aproximado do teste seria R$80,00.

4.7 - Manutencao do projeto

Uma vez estabelecida e formalizada as parcerias entre as unidades de
assisténcia e os Hemocentros, identificados como instituicio com maior
capacidade em abracar o projeto, tendo em vista os investimentos efetuados
pelo MS na implantagdo dos laboratérios do NAT, a manutengdo do projeto
esta relacionada:

— Garantia de insumos,

— Fluxo de coleta de amostras,
— Realizagao dos ensaios e

— Analise e envio dos resultados.

A realizacao dos testes esta condicionada a aquisicdo de insumos e
manutencdo da compra. Uma eventual falta de material ndo impacta o
andamento do projeto, pois as amostras poderdo ser mantidas congeladas a <
30°C e processadas posteriormente. Da mesma forma a possibilidade do
congelamento das amostras contornaria eventuais falhas de equipamentos

embora os laboratérios estejam equipados com equipamentos de backup. O
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unico insumo cuja falta determinaria a parada do projeto € a falta dos tubos de
coleta. Esta possibilidade é remota, pois os tubos utilizados no projeto sdo os

mesmos utilizados na rotina da coleta de amostras de doadores de sangue.

5- Discussao

A genotipagem RhAD utilizando o DNA livre no plasma materno mostra-se
como uma técnica segura e eficaz apresentando vantagens e desvantagens.
As principais desvantagens do método esta relacionada a necessidade de uma
estrutura prévia para o desenvolvimento do método e capacitacdo de pessoal
em biologia molecular . Como vantagens, € um método ndo invasivo que
permite o diagndstico precoce do risco fetal o que pode levar a uma melhora na
assisténcia pre-natal em especial aumentar a oferta do pré-natal de alto risco.

A introducdo da genotipagem RhD fetal podera promover um melhor
acompanhamento de gestantes ndo s6 aquelas com risco para a DHPN por
incompatibilidade Rh, apresenta também um grande potencial para ser
utilizada na investigagdo da DHPN por outros sistemas eritrocitarios.

Esta metodologia ndo invasiva também apresenta um grande potencial
para o dagndéstico antenatal de diversas patologias que acomentem o feto
sobretudo as doengas genéticas.

A implantacdo da genotipagem RhD nos laboratérios que executam o
NAT nos Hemocentros Brasileiros pode abrir novos horizontes para a
genotipagem de grupos sanguineos em doadores de sangue. A escassez dos
soros raros limita a identificacdo de doadores com grupos sanguineos
especiais. A introdugcdo da genotipagem utilizando a PCR em tempo real

poderia promover a realizagdo de um banco de doadores genotipados para os
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diversos sistemas de grupos sanguineos possibilitando um melhor suporte
transfusional a pacientes aloimunizados. Também promoveria a possibilidade
de um estoque estratégio de bolsas de sangue genotipadas e congeladas.

O Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Bio-Manguinhos) € a
unidade da Fundagcdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) responsavel pelo
desenvolvimento tecnoldgico e pela produgdo de vacinas,, reativos e
biofarmacos voltados para atender prioritariamente as demandas da saude
publica nacional. Fundado em 1976, Bio-Manguinhos tem atuagédo destacada
no cenario internacional. O investimento continuo em desenvolvimento
tecnolégico e inovacédo € outra marca do Instituto, assim como o dominio de
tecnologias de ponta e avangados processos de producgdo. Bio-Manguinhos em
parceria técnico-cientifica com o Instituto de Biologia Molecular do Parana
(IBMP) e com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) é o
responsavel pela producdo do NAT brasileiro para HIV e HCV e, além da
responsabilidade da producdo, foi o responsavel por todo planejamento de
implantacado dos laboratorios nos Hemocentros, através da avaliacdo das suas
condicbes para o recebimento dos equipamentos necessarios, orientagoes
para eventuais adequagdes do local, instalacdo e validagcdo das maquinas,
realizacao de treinamento dos profissionais, e acompanhamento das rotinas.
Bio-Manguinhos participa de uma continua monitoragao dos testes.

A missdo de Bio-manguinhos € “Contribuir para a melhoria dos padrdes de
saude publica brasileira, por meio de inovagao, desenvolvimento tecnoldgico e
producdo de imunobiolégicos e prestacdo de servicos para atender
prioritariamente as demandas de saude do pais”. Portanto, Bio-manguinhos

pode contribuir de maneira importante no processo de implantagcdo da
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genotipagem RhD fetal através da padronizacdo dos testes nos laboratérios
NAT ja existentes nos diversos Hemocentros do Brasil. Uma das metas de Bio-
manguinhos é o desenvolvimento de novas tecnologias, assim a produgao de
um kit de genotipagem RhD fetal brasileiro em muito reduziria os custos da

desta metodologia nos servigos publicos.

6— Conclusao

Concluimos que a implantagédo da genotipagem RhD fetal utilizando o
DNA livre no plasma materno e a PCR em tempo real, no SUS, é factivel. O
cenario atual é extremamente favoravel. A preocupacao das trés esferas do
governo com a assisténcia integral a saude materna e infantil promove um
leque de investimentos amplos neste segmento. As possiveis agdes conjuntas
entre governo e instituigdes com expertise como Bio-manguinhos e Hemobras,
com o apoio de das diversas areas assistenciais, da REBRATS e dos Nucleos
de Avaliagdo de Tecnologias em Saude possibilitariam a implantacdo desta
tecnologia promovendo um melhor suporte diagndstico para diferentes

segmentos da saude publica no Brasil.
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Anexo 1- Fluxograma de seguimento de isoimunizacdo RH com antecedente de
acometimento

Anexo 2- Fluxograma de seguimento de isoimunizacdo RH com primeira
gestacao afetada
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Anexo 1
Fluxograma de seguimento de isoimunizacdo RH com antecedente de
acometimento

Amniocentese para DO450 ou Doppler ACM a cada
1-2 semanas a partir de 18-20 5emanas

DO450 Zonas 2 superior ou 3 de Liley ouzona de 00450 normal E/OU
Transfusdo de Queenan ou Doppler ACM =1.6 MOM DopplerACM<1.5 MOM

Hematacrito
CORDOCENTESE ; = 300

Hematacrito fetal <30%

CORDOCENTE SE
=35 samanss 2 358 samanas SERIADA
PARTO AS 28-39
3 PARTO
Tra nsfus.au SEMAMNAS
Intrauterina

MOM = Mnltiplos damediana
ACM = Arténa cersbralmedia fetal

ACOMETIMENTO = historia de perda peninatal aszociadaa doenca hemolitica do
recém-nascido, antecedente de transfisio intrauterina ou de exsanguinectransfusio
neonatal. O titulo de CIndo é preditive do grau de anemia fetal. Observagio:seo
método de vigilineia fetal escolhido for o Doppler da ACM, pelo menos wma amnio-

centese deve ser realizada aoredorde 33 semanaspara a ADOA50, e, a partir de 37
semanas, para avaliar a maturidade fetal.



Anexo 2
Fluxograma de seguimento de isoimunizagdo RH com primeira gestacao afetada

<1/32 Coombs Indireto (Cl) >1/32
paositivoAnti-D
: Amniocentess pars
¥ EE)
24":;:3‘95 Clz 132 ADMD450 a cads 10—14 dias
até 37 semanas
<i/32 Doppler ACM cads 14 dias ata 28

semanas e cada T dias apos 28 samanas

Cl quinzenal até
36 semanas

ADC450 nomal EACU
Doppler ACM <15 MOM

ADC450 Zonas 2 supenorou 3 de Liley

Ou zona de transfusdo deQuesanan ou "'Em:tgggzu fetsl
Doppler ACM>1.5 MOM
CORDOCENTE SE CORDOCENTESE
SERIADA

Hematdcrito fetal <30% PARTO AS 38-39

SEMAMNAS
<35 semanas 235 semanas

Transfusdo Intravtering PARTO

ALM = Artenia cerebral mediatetal

MOM = Miltiplos da mediana

Observacao: se o metodo de vigilancia fetal escolhido for o Dopplerda ACM,
pelomenos uma amniocentese deve serrealizada acredor de 35 semanas
para a ADCQ450, e, a partir de 37 semanas, para avaliara maturidade fetal.

Faonte: Modificado de Moise, 2002.



