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Porque Usamos Imunoglobulina Anti-D em Excesso no Abortamento Precoce?

Why Do we Waste Anti-D Immunoglobulin in Early Miscarriage?

Eduardo Baiochi, Luiz Camano, José Orlando Bordin, Ana Paula Avritscher,
Carla Maria de Aratjo Andrade, Evelyn Traina

RESUMO

Objetivo: avaliagdo da hemorragia feto-materna (HFM) nas pacientes que receberiam profilaxia
da aloimunizagdo Rh com emprego de imunoglobulina anti-D (300 ny), pés-aborto precoce.
Método: foram admitidas no estudo pacientes do grupo sanguineo Rh negativo, com parceiro
Rh positivo ou ignorado, com quadro de aborto até 12 semanas de gestagdo internadas para
curetagem uterina. Uma amostra de 5 mL de sangue venoso destas pacientes foi obtida apés
o procedimento, na qual realizamos o teste qualitativo de roseta para detectar quais casos
necessitariam determinac¢do quantitativa do volume de sangue fetal transferido para circulagdo
materna, que foi entdo apurado pelo teste de Kleihauer-Betke (K-B).

Resultados: das 26 pacientes avaliadas, em uma o teste de roseta foi positivo, e o teste de K-
B apontou HFM de 1,5 mL.

Conclusées: a dose de imunoglobulina anti-D nos casos de abortamento até a 12% semana
de gestacdo deveria ser substancialmente reduzida, parecendo-nos oportuna a
disponibiliza¢do no mercado nacional de apresentagcdo com 50 ny, que representaria além
da economia, maior racionalidade.

PALAVRAS-CHAVE: Hemorragia feto-materna. Imunoglobulina anti-D. Aborto precoce. Rh

negativo.

Introducdo

O sangue fetal nos vasos feto-placentarios
€ separado do sangue materno, que circula livre
no espaco interviloso, por lamina de tecido fetal,
a qual progressivamente adelgaca-se durante a
gestacao, de 25 mm na décima segunda semana
para 2 mm no termo da gravidez, quando as trocas
materno-fetais sdo maximas e a superficie da
membrana vasculo-sincicial é estimada® em 12
a 15 m2.

A hemorragia feto-materna (HFM) € a trans-
feréncia de sangue fetal para o compartimento
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intravascular materno, devido a ruptura na mem-
brana vasculo-sincicial da placenta. A transferén-
cia de elementos figurados do sangue fetal consti-
tui a base da etiopatogenia de varias afecgoes,
como se verifica na doenca hemolitica perinatal®
(DHPN), na plaquetopenia aloimune perinatal®, nas
reacdes do tipo enxerto versus hospedeiro e possi-
velmente na génese de algumas doencas
autoimunes®.

Os antigenos eritrocitarios de origem exclu-
sivamente paterna existentes no feto, responsa-
veis pela aloimunizacdo materna, podem perten-
cer a numerosos sistemas, publicos ou familia-
res, com poder antigénico variavel. Entretanto, em
1941, Levine et al.’ ja assinalavam que a incom-
patibilidade Rh entre mae e feto era responsavel
por 95% dos casos da DHPN, indice que ainda se
mantém em nosso meio®.

O sistema Rh € bastante amplo, mas somen-
te cinco sorotipos estao envolvidos com formas cli-
nicamente significantes da DHPN, a saber: D, C, E,
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c, e, sendo o antigeno D notoriamente o mais
comumente implicado nos casos de aloimunizacao,
devido a sua maior antigenicidade’. Diferentemen-
te do sistema ABO, no qual anticorpos naturais
aparecem apos poucos meses do nascimento, no
sistema Rh raramente observa-se a ocorréncia
destes anticorpos. Sua importancia clinica deve-
se a facilidade com que pessoas Rh negativas po-
dem ser estimuladas a produzir anticorpos anti-Rh,
basicamente apés transfusdo incompativel ou ges-
tacao de feto Rh positivo®, uma vez que este antigeno
jéa esta bem desenvolvido e expresso nas hemacias
do concepto a partir da 62 semana de gestacao®.
Estes fatos tornam os abortamentos, mesmo que
precoces, eventos potencialmente sensibilizantes.

Entre nés, o antigeno Rh (D) esta presente
em torno de 85% dos individuos da raca branca,
em 90 a 95% dos negros e praticamente em 100%
dos amarelos e indios!'®!l. Ocorréncias semelhan-
tes foram apontadas na populacdo americana, re-
latando 9,2% de unides com incompatibilidade Rh
entre brancos e 4,5% entre negros?2.

Nos anos de 1960 a 1966, grupos de pesqui-
sadores da Inglaterra e dos Estados Unidos (EUA)*
realizaram estudos em voluntarios, concluindo que
era possivel prevenir a aloimunizacdo Rh pelo
emprego da imunoglobulina G anti-D que, desde
1968, foi licenciada nos EUA e em 1970 passou a
vigorar como programa de saude publica, para a
profilaxia da DHPN.

A dose de 10 ng de anti-D para cada mililitro
de sangue fetal Rh positivo mostrou-se eficaz em
evitar a aloimunizacado'*, porém seu exato meca-
nismo de acédo ainda néo esta totalmente elucidado?s.
O termo HFM excessiva vem sendo habitualmente
empregado para designar aqueles eventos nos quais
o volume de hemacias fetais transferido para a cir-
culacao materna supera a capacidade de
neutralizacdo conferida pela dose de anti-D utiliza-
da. Embora a relacao dose neutralizante /volume de
HFM seja bem estabelecida, a dose minima de anti-
D preconizada varia consideravelmente entre os
diversos paises.

Embora estejam em andamento estudos com
anticorpos monoclonais, produzidos por engenha-
ria genética, toda imunoglobulina anti-D, hoje pro-
duzida, ainda é obtida somente a partir de plasma
humano, sendo portanto um hemoderivado, infor-
macao esta geralmente omitida as pacientes que
recebem esta prescricdo. Os doadores, em sua
maioria, sdo mulheres poés-menopausadas imu-
nizadas por gestacoes, bem como homens imuni-
zados voluntariamente, mantidos em estado
hiperimune por reaplicacdes constantes de peque-
nas doses de hemacias Rh positivas. Esta rotina
traz alguns riscos para os doadores, como hepati-
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tes e imunizacado contra antigenos eritrocitarios
nao D, além do risco inerente da prépria
plasmaférese para retirada da imunoglobulina’®.
Acrescente-se a isto que no Brasil todo soro anti-
D é importado.

Nosso objetivo foi avaliar o volume de san-
gue fetal transferido para circulacdo materna nas
pacientes pés-abortamento precoce, nas quais se
impode a profilaxia da aloimunizacao Rh com
imunoglobulina anti-D, a fim de contribuir para a
estimativa da dose mais adequada.

Pacientes e Métodos

Este estudo recebeu parecer favoravel dos
Comités de Etica Médica da Universidade Federal
de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo e foi realizado em
conjunto pelo Departamento de Obstetricia, pela
Disciplina de Hematologia da UNIFESP-EPM e pe-
los Hospitais Sao Paulo e Vila Maria.

Puderam participar do estudo mulheres
indicadas para receber profilaxia com anti-D, em
face de quadros de aborto precoce (ocorridos até a
122 semana de gestacdo), que concordaram assi-
nando o Termo de Consentimento Livre e Esclare-
cido. Durante o periodo de um ano, entre primeiro
de marco de 2002 e 28 de fevereiro de 2003, rece-
bemos para avaliacao 26 casos que receberiam anti-
D diante de quadros de abortamento precoce.

As 26 pacientes da nossa casuistica apresen-
taram meédia de idade de 25,8 (+ 6,6) anos e média
de paridade de 1,2 (* 1,5) partos. Das participantes
foram obtidos, por acesso periférico, 5 mL de san-
gue venoso, acondicionado em frasco com o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), ap6s o completo esvaziamento uterino e
antes da administragdo da imunoglobulina anti-D.

As amostras foram enviadas ao Banco de
Sangue do Hospital Sao Paulo e preservadas sob
refrigeracao, a 4°C, até seu processamento. Pri-
meiramente aplicamos o teste qualitativo de ro-
seta. Amostras com resultado do teste de roseta
positivo foram submetidas ao teste de eluicao aci-
da, buscando quantificar a HFM.

O teste da roseta foi realizado conforme pre-
conizado pela American Association of Blood Banks®
(AABB), da seguinte forma: em um tubo colocamos
uma gota do concentrado de glébulos lavados da
amostra sanglinea materna a ser analisada e adi-
cionamos 19 gotas de solucéao fisiolégica a 0,9%,
para obtermos uma suspensao a 4%. A seguir in-
cubamos uma gota desta suspensao, a 37°C, por 15
minutos, com uma gota de anti-D policlonal (ASEM®)
em tubo de 12 x 75 mm. Apés cinco lavagens com
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solucao fisiolégica, adicionamos 1 gota de células
indicadoras R R, (ASEM"®), suspensas previamente
em solucao de bromelina (Diamed®) a 0,5%, por 15
minutos. Centrifugamos a amostra por 15 segun-
dos a 1000 rotac¢des por minuto, re-suspendemos e
entao avaliamos sob microscopia pelo menos dez
campos aleatérios, no aumento de 10 vezes. A for-
macao de mais que uma roseta a cada trés campos
foi considerado teste positivo. Destacamos que este
teste € 100% efetivo na deteccao de volumes de
HFM de 5 mL ou maiores'”.

O teste de Kleihauer-Betke foi aplicado segun-
do estabelecido pela AABB?, da seguinte forma: pre-
paramos esfregaco em lamina com uma gota de san-
gue da amostra a ser analisada diluida com uma
gota de solucdo salina. Apos secagem ao ar, aplica-
mos solucao fixadora (alcool etilico a 80%), por 5 mi-
nutos, seguida de lavagem com agua destilada.
Imergimos entédo a lamina em tampao de Mcllvaine
(solucao acida de citrato tamponada para um pH de
3,2), em temperatura de 37°C, por S minutos. Lava-
mos novamente a lamina em agua destilada Apli-
camos a lamina a coloracao eritrosina B a 0,5%, por
5 minutos, e lavamos com agua destilada, seguin-
do-se aplicacao de hematoxilina de Harris filtrada,
por 5 minutos, e lavagem em agua corrente por 1
minuto. Contam-se 2000 células, sob microscopia,
no aumento de 40 vezes, anotando-se o nimero de
células fetais, que foram identificadas pela sua co-
loracao rosea escura, e de células maternas, que
aparecem como células “fantasmas”, sendo apura-
da a porcentagem de hemacias fetais. O volume de
HFM em mililitros foi dado pelo produto deste
percentual obtido por 50. Controles negativo e posi-
tivo foram realizados paralelamente, tanto para o
teste de roseta como para o teste de eluicao acida.

A idade gestacional foi definida pelo ntiimero
de semanas contadas a partir da data da ultima
menstruacao, confirmada preferencialmente por
exame ultra-sonografico. Todas as pacientes do es-
tudo receberiam a dose minima disponivel em nos-
so meio de 300 ng de anti-D, que poderia ser
complementada naqueles casos em que o volume
de HFM, obtido nos testes aplicados, demonstrasse
ser necessario. Os resultados obtidos foram compa-
rados descritivamente com a literatura pertinente.

Resultados

Entre os 26 casos de abortamento avaliados,
houve um Uinico caso no qual o teste de roseta foi
positivo, sendo apurado no teste quantitativo de K-B
um volume de HFM de 1,5 mL. Tratava-se da paci-
ente ALCS, 22 anos, A Rh(D) negativa, Coombs indi-
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reto negativo, que deu entrada no Hospital Vila Ma-
ria apresentando quadro de atraso menstrual de oito
semanas, acompanhado de sangramento genital de
odor fétido, dor no baixo ventre e febre de 38°C. No
exame de entrada apresentava colo pérvio, com sa-
ida de material sugestivo de restos ovulares, e Gitero
doloroso ao toque bimanual, sendo entao internada
com diagnostico de abortamento infectado em cur-
so e submetida a antibioticoterapia seguida por
curetagem uterina. Esta paciente evoluiu afebril,
tendo alta hospitalar no terceiro dia da internacéo,
apos ter recebido profilaxia com anti-D.

Discussao

Indiscutivelmente, a profilaxia da
aloimunizacdo Rh(D) com uso da imunoglobulina é
exitosa, obtendo reducao de até 100 vezes na ocor-
réncia de sensibilizacdo'®e de 83% na mortalidade
de recém-nascidos devido a DHPN'®. Ressalte-se,
porém, que seu efeito € dose-dependente!*.

Temos atualmente duas grandes correntes
em relacdo a profilaxia da aloimunizacado Rh(D), a
britanica e a americana (Tabela 1). Tanto no es-
quema americano como no britanico, esta previs-
ta a aplicacdo de minidoses de 50 ng de anti-D,
sem necessidade de pesquisa da ocorréncia de
HFM excessiva, nas gestacoes interrompidas até
a 122 semana’82021,

Tabela 1 - Esquemas de profilaxia com imunoglobulina anti-D.

Indicacdes obstétricas Padrao Padrao
para anti-D americano* britanico®
Interrupgéo da gravidez até 50 ng* 50 ng*
a 122 semana
Interrupcéo da gravidez 300 ng 50 ng* até a 20°
apos a 122 semana semana

100 ny apos a 202

semana

Anteparto (rotina na 282 300 ng* 100 ng*
semana)
Anteparto (rotina na 342 - +100 ng*
semana)
Amniocentese, manipulagéo 300 ng igual & interrupgéo
ou trauma
Cordocentese ou bidpsia 300 ng Igual & interrupgéo
vilo-corial
Hemorragia obstétrica 300 ng 100 ny
Pés-parto 300 ng 100 ny

Avaliagdo da hemorragia Recomendada

feto-materna excessiva

*Dispensada de avaliagdo para hemorragia feto-materna excessiva.
A — Hartwell, 19987; AABB, 1999¢; ACOG, 1999?'.
B - Royal College of Obstetricians and Gynaecologists, 2002%.

Obrigatéria
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Em nosso meio, o Ministério da Satude, por
meio de seu Manual Técnico para Gestacao de Alto
Risco??, define normas para prevencao da
sensibilizacado pelo fator Rh(D) (Tabela 2), porém
nao faz qualquer mencao sobre a dose de
imunoglobulina anti-D a ser aplicada nas diver-
sas situacodes clinicas, em que pese o fato de dis-
pormos somente das apresentacoes de 250 e 300
ug de anti-D.

Tabela 2 - Normas brasileiras para prevengdo da sensibilizagdo pelo fator Rh(D).

a) Evitar amniocentese nas gestantes Rh negativas ndo sensibiliza-
das.

b) Administrar imunoglobulina humana anti-D dentro das primeiras 72
horas em:

- mé&es Rh negativas ndo sensibilizadas (Coombs indireto negativo) com
partos de recém-nascidos Rh positivos e Coombs direto negativo;

- pés-abortamento, gravidez ectépica ou mola;
- pés-amniocentese, cordocentese ou biopsia de vilosidade corial;
- depois de sangramento durante a gestag&o.

c) Administrar imunoglobulina humana anti-D durante a gestagéo de
mulheres Rh negativas, com Coombs indireto negativo e com marido
Rh positivo entre a 28° e a 34° semana.

Ministério da Saude, 20002,

A literatura assinala a deteccao de HFM em
até 28% das pacientes poés-abortamentos? e risco
de aloimunizacdo em pacientes suscetiveis de 4
a 5%, diante de quadros de abortamentos
terapéuticos, e de 1,5 a 2% nos espontaneos?!. Em
torno de metade das administragoes de anti-D sdo
feitas em pacientes com gestacoes de até 12 se-
manas?*, sendo unanime na literatura dispensar
da avaliacao de HFM excessiva casos de aborto até
a 122 semana de gravidez”#2%2! preconizando-se
o emprego de 50 ng de anti-D. Esta minidose de
imunoglobulina, que neutraliza até 5 mL de san-
gue fetal Rh positivo'4, é suficiente para a reduzi-
da volemia feto-placentaria nesta época da gesta-
¢cao?*?5, época na qual transferéncias feto-mater-
nas acima de 3 mL sao altamente improvaveis?*,
sendo habitualmente menores que 0,5 mL?.

O consumo de anti-D, entre as pacientes
deste estudo, diante dos resultados dos testes rea-
lizados, aplicando-se os critérios americano ou bri-
tanico, seria da ordem de 1.300 ng, ao passo que
na nossa condicdo atual de disponibilidade, tdo so-
mente de doses de 300 ng, nosso consumo nas
mesmas pacientes foi de 7.800 ng. Chamamos
atencao para o fato de que em nosso pais estamos
empregando, no aborto precoce, dose seis vezes
maior que a recomendada’®20:21,

Toda imunoglobulina hoje utilizada € prove-
niente de doadores, cada vez mais relutantes em
submeter-se a algum desconforto e possiveis efei-
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tos adversos, exigindo que se evite ao maximo o
desperdicio. A disponibilizacdo da apresentacéo de
50 ng de anti-D no mercado nacional encontraria
pronta indicacdo em 10% de todos os abortamentos
precoces, que corresponderiam as pacientes Rh
negativas, levando a reducdo no consumo de
imunoglobulina anti-D da ordem de 83%, nesta
indicacao.

Assim, fica a pergunta: Por que nao dispomos
da apresentagéo de 50 ng no mercado nacional?

ABSTRACT

Objective: evaluation of fetomaternal hemorrhage (FMH) in
patients who would need Rh alloimmunization with anti-D
immunoglobulin (300 ng) prophylaxis after early
miscarriage.

Method: we included in the study Rh (D) negative blood
group patients with positive or unknown Rh (D) partners,
who had had a miscarriage up to 12 weeks of gestation, and
had been admitted to hospital for uterine curettage. After
this procedure 5 ml of venous blood was collected from the
patients and the rosette test was applied to screen which
patients would need quantitative determination of fetal blood
transferred to the maternal circulation, by the Kleihauer-
Betke test (K-B).

Results: out of 26 patients evaluated the rosette test was
positive in one , who showed an FMH of 1.5 ml in the K-B
test.

Conclusions: the dose of anti-D immunoglobulin used in cases
of miscarriage up to 12 weeks of gestation should be
substantially reduced. The availability of preparations of 50
Ny is recommended, for a more inexpensive and rational
treatment.

KEYWORDS: Fetomaternal hemorrhage. Anti-D
immunoglobulin. Early miscarriage.
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