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TESTES HEMATOLÓGICOS E DOENÇA HEMOLÍTICA NEONATAL
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RESUMO: A introdução da imunoglobulina anti-D diminuiu a inci-
dência da doença hemolítica neonatal por isoimunização Rh, porém
persiste este diagnóstico por outros anticorpos mais raros e o
avanço tecnológico tornou possível a detecção destes anticorpos.

OBJETIVOS. Verificar a prevalência de marcadores imuno-hema-
tológicos, representados pelos testes de Coombs indireto, direto e de
eluição com identificação do anticorpo detectado; incidência de doença
hemolítica e de tratamento entre os recém-nascidos sensibilizados.

MÉTODOS. Estudo do tipo Coorte retrospectiva, de janeiro de
1996 a julho de 1998, consistiu na descrição da análise dos perfis
imuno-hematológicos de 1698 pares de mães e recém-nascidos
como fator de risco para doença hemolítica, subdivididos de
acordo com os marcadores. A metodologia empregada para iden-
tificação dos marcadores foi o da microplaca com hemácias de
triagem, soro antiglobulina humana e gel centrifugação. Para
tipagens e fenotipagens utilizou-se o método de microplaca com
soros monoclonais. Para o estudo da incidência e seguimento
neonatal foram realizadas bilirrubinas totais e frações, por méto-
do enzimático colorímetro, hemoglobina e hematócrito, automa-
tizado e reticulócitos, por coloração supra vital, azul cresil
brilhante e leitura por microscopia óptica.

RESULTADOS. A prevalência de marcadores imuno-hematológicos
associados à doença hemolítica foi de 9,07%. Por grupos
estratificados obtivemos no grupo com Coombs indireto (grupo I)
0,43%; no grupo com Coombs direto (grupo D), 4,10% e no grupo
com eluição (grupo E) 4,53%. A incidência de doença hemolítica no
estudo foi de 36,23%. Quando estratificada por grupos, obtivemos no
grupo I, 33,56%, no grupo D, 44,43% e no grupo E, 29,24%. O
tratamento com fototerapia foi necessário em 36,23% dos RN, sendo
maior sua indicação no grupo D e a exsangüíneotransfusão foi neces-
sária em 0,88% dos RN, sendo maior sua indicação no grupo I.

CONCLUSÕES. O grupo I, onde se concentram as incompatibilida-
des Rh, apresentou maior incidência de doença hemolítica e maior
necessidade de tratamento com exsangüíneotransfusão, o que mos-
tra ainda a gravidade deste sistema em nosso meio. O grupo D, onde
se concentram as incompatibilidades ABO, apresentou maior inci-
dência de doença hemolítica e tratamento com fototerapia e menor
necessidade de exsangüíneotransfusão.

UNITERMOS: Icterícia neonatal/epidemiologia. Marcadores biológicos.
Fototerapia. Transfusão total. Icterícia neonatal/terapia. Teste de
Coombs/métodos.

INTRODUÇÃO

Os avanços na assistência obstétrica têm
mudado o perfil da isoimunização Rh, porém
continua havendo quadros hemolíticos com
hiperbilirrubinemias significativas que podem
levar a “kernicterus” e que na maioria dos
serviços neonatais ficam sem diagnóstico. Na
atualidade, utilizando técnicas mais sensíveis,
consegue-se diagnosticar anticorpos raros e
outras doenças potencialmente hemolíticas.

Mas, apesar dos avanços, a hemólise no
recém-nascido é de difícil documentação, por-
que a hiperbilirrubinemia indireta é comum e
os níveis de hemoglobina são estáveis durante

a primeira semana de vida. Neste contexto, o
parâmetro mais confiável é o número de
reticulócitos, que embora alto no recém-nas-
cido (4,1% a 6,3%) se normaliza ao terceiro
dia de vida. E a persistência desta reticulocitose
é compatível com o processo hemolítico,
embora reticulopenia não o exclua.

Acreditamos que para realizar um diag-
nóstico preciso de doença hemolítica no RN é
necessária a realização de testes que detectem
anticorpos antieritrocitários como o teste de
Coombs indireto, direto e o teste de eluição.

Os objetivos deste estudo foram: verificar a
prevalência de anticorpos eritrocitários mater-
nos imunodetectáveis na população estudada e
relacioná-los com a evolução clínica dos recém-
nascidos quanto à manifestação de doença
hemolítica neonatal e necessidade de tratamen-
to com fototerapia e/ou exsangüíneotransfusão.
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MÉTODOS

Foi realizado estudo do tipo Coorte re-
trospectiva, de 1º de janeiro de 1996 a 1º de
julho de 1998, e consistiu na descrição da
análise dos perfis imuno-hematológicos de
1698 pares de mães e recém-nascidos, anali-
sando-os como fator de risco para doença
hemolítica neonatal. No delineamento do es-
tudo foram realizadas 35138 fenotipagens
maternas e 35429 fenotipagens neonatais
(incluindo gemelares) e selecionados (critérios
de inclusão) os recém-nascidos expostos a
anticorpos maternos com passagem transpla-
centária (através de exames de triagem de
sensibilização materno-fetal) e com poten-
cialidade de desenvolvimento de doença
hemolítica neonatal e divididos em três gru-
pos. Grupo I: com inclusão universal de 149
recém-nascidos cujas mães apresentaram tes-
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te de Coombs indireto positivo e anticorpos
associados à doença hemolítica neonatal. Este
grupo foi ainda subdividido em dois subgrupos
denominados Grupo I-A (CI+CD+): com 83
recém-nascidos, quando estes apresentaram
teste de Coombs direto positivo e, Grupo I-B
(CI+CD-) com 66 recém-nascidos, quando o
teste de Coombs direto foi negativo. Grupo D:
com 736 recém-nascidos com teste de
Coombs direto positivo de mães com teste de
Coombs indireto negativo, representando me-
tade da amostra aleatória de mães e recém-
nascidos nesta condição. Grupo E: com 807
recém-nascidos com teste de Coombs direto
negativo e teste de eluição positivo de mães
com teste de Coombs indireto negativos, com o
mesmo sistema amostral adotado no grupo D.

Para a realização dos perfis imuno-hema-
tológicos maternos e dos recém-nascidos fo-
ram colhidos 7 ml de sangue por via periférica
e 5 ml de sangue do cordão umbilical ou de
vasos fetais da placenta.

O estudo imuno-hematológico e as dosa-
gens laboratoriais citados a seguir foram reali-
zados, respectivamente, no Banco de Sangue
e no Laboratório do Hospital e Maternidade
Santa Joana:

Para o estudo de prevalência fizeram parte
dos métodos de diagnósticos: a) Teste de
Coombs Direto, pelo método da microplaca
com soros antiglobulina humana da GAMMA
Biological Inc. e, se necessário, confirmação por
gel-centrifugação com hemácias de triagem da
DIAMED-ID Micro Typing System. b) Teste de
Coombs Indireto, pelo método da microplaca
com hemácias de triagem e soro antiglobulina
humana da GAMMA  Biological Inc. e, se ne-
cessário, com confirmação pelo gel centrifu-
gação com hemácias de triagem da DIAMED-ID
Micro Typing System. c)Tipagem ABO / Rh,
pelo método de microplaca com soros
monoclonais da GAMMA  Biological Inc. e
DIAMED-ID Micro Typing System. d) Fenoti-
pagem Rh, pelo método de microplacas com
soros monoclonais da GAMMA  Biological Inc.
e) Sistema Kell, pelo método de microplacas
com soros monoclonais da GAMMA  Bio-
logical Inc. f) Identificação de Anticorpos
imunodetectáveis, pelo método de gel centri-
fugação (DIAMED-ID Micro Typing System).

Para o estudo de incidência e seguimento
dos recém-nascidos fizeram parte os seguintes
exames laboratoriais: a) Bilirrubina total e
frações, pelo método enzimático colorí-

metro, b) Hemoglobina e hematócrito,
automatizado (COBAS MICROS), c) Reti-
culócitos, por coloração supra vital, azul cresil
brilhante e leitura por microscopia óptica.

Os resultados foram submetidos à análise
estatística através dos testes de qui-quadrado
e exato de Fisher com significância de 5%.

RESULTADOS

Os resultados são apresentados na forma
de tabelas.

DISCUSSÃO

A) Prevalência:  A isoimunização materna
ocorre por exposição destes antígenos estra-
nhos e como resposta ocorre a formação de
anticorpos. Este contato com o sangue fetal
pode ser devido a uma transfusão feto-mater-
na fisiológica durante a gestação. Esta ocorre
com freqüência que se eleva com o avanço da
idade gestacional devido ao aumento da área
de superfície placentária, com maior risco de
transporte de eritrócitos fetais para a circula-
ção materna. A freqüência de transfusão é de
7%, 16% e 29%, respectivamente no primei-
ro, segundo e terceiro trimestre de gestação1.

Processos patológicos, tais como aborto
espontâneo, gravidez ectópica, descolamento
placentário, trauma abdominal e placenta pré-
via ou em procedimentos obstétricos onde há
ruptura da barreira feto-materna, tais como
amostra das vilosidades coriônicas, amniocen-
tese, cordocentese, versão cefálica externa,
remoção manual da placenta, cesárea ante-
rior, aborto terapêutico, além da transfusão de
hemoderivados autólogos, desencadeiam a
isoimunização da gestante e com isso a produ-
ção de anticorpos1,2 . Por outro lado, Murray3

et al., em 1983, relatam que as sensibilizações
continuam ocorrendo como resultado de do-
ses inadequadas de imunoglobulinas, na falha
por não indicação, nos casos de abortos,
neomortos e natimortos, como prevenção e
tratamento dos erros transfusionais, amnio-
centese, cordocentese entre outros.

De Vrijer4 et al., em 1999, citam a incidên-
cia de anticorpos eritrocitários atípicos em
multigestas e primigestas com história prévia
de transfusão sangüínea. Entre 2204 mulheres
multigestas e 188 primigestas foram encontra-
dos 81 anticorpos atípicos em 65 gestantes e a
incidência da doença hemolítica nos seus
recém-nascidos foi de 40%.

Em nosso estudo não foi possível resgatar
dentro do passado gestacional de todas as
gestantes o uso de RHOGAM, transfusões
sangüíneas, cesáreas anteriores e/ou amnio-
centese, cordocentese ou outros procedi-
mentos invasivos que contribuíssem para
minimizar ou agravar a síndrome ictérica.

A incompatibilidade ABO é descrita como
de ocorrência quase exclusiva nos casos onde
a mãe é do grupo sangüíneo O e o recém-
nascido, A ou B. Este fenômeno curioso é
atribuído a produção de anticorpos anti-A e
anti-B nestas mães do grupo sangüíneo O,
cujas classes de imunoglobulina são IgG com
passagem transplacentária. As outras mães, de
grupo sangüíneo A ou B, produzem anticorpos
anti-B e anti-A, respectivamente, da classe
IgM, sem passagem à barreira placentária5,6.
Ozoleck7 et al., em 1993, em estudo de
prevalência de incompatibilidade ABO, com-
parando a positividade do teste de Coombs
nos recém-nascidos filhos de mães do grupo
sangüíneo O com recém-nascidos de mães A
ou B, observaram 4996 recém-nascidos. Des-
tes, observou-se que 760/4996 (15%) tinham
mães do grupo sangüíneo O, 191/4996
(3,8%), do grupo A e 152/4996 (3%), do
grupo B. A positividade ao teste de Coombs
nos recém-nascidos com mães dos grupos O,
A e B foi, respectivamente, 32%, 0,52% e 0%,
o que demonstra a raridade da doença
hemolítica neonatal nestes pares de mães e
recém-nascidos.

Dos anticorpos detectados no grupo I-A
(Tabela 1) predominam os do sistema Rhesus,
anticorpo anti-D com 58,4% (63/108) e os
anticorpos Rhesus não anti-D (anti-C, anti-c,
anti-E, anti-e) com 28,7% (31/108). O sistema
ABO contribuiu com 9,3% (10/108) e os siste-
mas mais raros (anti-Jka, anti-S, anti-Fya), com
3,7% (4/108) (Tabela 1).

No grupo I-B (Tabela 1) predomina os
anticorpos do sistema Rhesus, anticorpo anti-
D com 55,6% (5/9) e outros anticorpos não
anti-D (anti-C, anti-c) com 33,3% (3/9)
totalizando 88,9% (8/9). O sistema ABO con-
tribuiu apenas com um anticorpo, anti-A,
11,1% (1/9) e nenhum anticorpo de sistemas
mais raros foi detectado.

A despeito da introdução de imunoglo-
bulina anti-D com redução da mortalidade e
morbidade, este estudo mostra ainda que os
anticorpos anti-D permanecem os mais im-
portantes, podendo resultar em morbidade
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por doença hemolítica neonatal. Howard8 et
al., em 1998, relataram no estudo de um ano,
fazendo screening antenatal em 22264 gestan-
tes, incidência de 1% de anticorpos com po-
tencial de desenvolvimento de doença hemo-
lítica neonatal, sendo 70,9% (173/244) per-
tencentes ao sistema Rhesus e 29,1% (71/244)
como pertencentes a outros sistemas mais
raros, mostrando sua importância na
isoimunização materna e doença hemolítica
neonatal.

Nos grupos D e E (Tabela 1) concentram-
se as incompatibilidades ao sistema ABO, com
predomínio do anticorpo anti-A sobre o
anticorpo anti-B (78,8% vs 21,2%, no grupo D
e 82,2% vs 17,7%, no grupo E).

B) Evolução clínica: O mecanismo de
hemólise da doença hemolítica neonatal Rh se
baseia na segunda resposta à nova exposição
antigênica. Ela é rápida e mediada por imuno-
globulina da classe IgG. Esta imunoglobulina

materna passa por mecanismos passivo e ati-
vo, através da placenta para a circulação fetal,
fixando-se nos antígenos de superfície do
eritrócito fetal. A destruição dos eritrócitos se
faz, principalmente, no sistema retículo-
endotelial e baço. Os macrófagos e monócitos
possuem em suas superfícies receptores para
os fragmentos Fc da imunoglobulina. Assim
sendo, o eritrócito recoberto por imuno-
globulinas é imediatamente fagocitado pelos
macrófagos9,10.

A gravidade da hemólise está na depen-
dência da reação antígeno-anticorpo. Esta re-
ação é regida por fatores relacionados à união
do anticorpo com o antígeno e a aglutinação
dos eritrócitos entre si. Dentre os fatores rela-
cionados à união do anticorpo com o antígeno,
temos a constante de equilíbrio, que repre-
senta a adaptação do anticorpo ao antígeno.
Quanto maior a constante de equilíbrio, maior
a afinidade entre eles e menos imediata a

ruptura desta ligação11. Outros fatores são a
força iônica do meio, que afeta diretamente a
taxa de associação, e o número de sítios anti-
gênicos, quanto maior o número, maior a
chance de ligação.

Entre os problemas resultantes da incom-
patibilidade sangüínea materno-fetal, a doença
hemolítica neonatal por incompatibilidade ao
sistema ABO vem assumindo papel importan-
te devido a sua incidência elevada e a diminui-
ção da incidência da incompatibilidade Rh.

O método de prevenção para inibição da
formação de anticorpos no sistema Rh é inútil
para o sistema ABO, porque os anticorpos
anti-A e anti-B têm presença natural em todos
os indivíduos que não possuem os antígenos
correspondentes12 .

O marcador imuno-hematológico caracte-
rizado pelo teste de Coombs indica a presença
do eritrócito provido de imunoglobulina ou
complemento em sua superfície em cerca de,

Tabela 1 – Anticorpos titulados no estudo de prevalência de marcadores imuno-hematológicos para doença hemolítica neonatal subdivididos em grupos

Grupos (nº de RN) Anticorpos titulados nξξξξξ % % dentro de cada grupo
A 7 6,5
B 3 2,8
C 12 11,1
c 9 8,3

(83 RN) + D 63 58,4
E 9 8,3
e 1 0,9

Jka 1 0,9
S 2 1,9

Fya 1 0,9
Total de anticorpos 108 100

A 1 11,1 11,1
(66 RN) ++ C 1 11,1

C 2 22,2
D 5 55,6

Total de anticorpos 9 100

(736 RN) B 580 78,8
A 156 21,2

Total de anticorpos 736 100

A 663 82,2
(807 RN)* B 143 17,7

E 1 0,1 0,1
Total de anticorpos 807 100

++ 21 pacientes com mais de um anticorpo
ξξξξξNúmero de anticorpos
++um paciente com dois anticorpos
* Um dos pacientes foi excluído do follow up

D
E

I-
A

I-B

}

}

}

87,0

9,3

} 3,7

88,9

100

} 99,9

}
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no mínimo, 150 moléculas por eritrócito13,14. A
fraca positividade do teste é devido a número
menor de sítios antigênicos com mais espaço
entre eles e a menor quantidade de moléculas
de anticorpo. O teste da eluição retira os
anticorpos destes eritrócitos neonatais e os
expõe ao eritrócito tipo ABO de adulto, carac-
terizando-os melhor. A exposição a anticorpos
menos intensa com conseqüente menor des-
truição eritrocitária leva geralmente a uma
síndrome ictérica mais leve13,14.

Outras incompatibilidades sangüíneas ma-
terno-fetais, a de sistemas mais raros, vêm
ganhando importância pelo diagnóstico, de-
tecção destes anticorpos e sua correlação com
a doença hemolítica neonatal. Os anticorpos
destes sistemas geralmente não causam doen-
ça hemolítica neonatal grave pela baixa
imunogenicidade de seus antígenos. Os antí-
genos Kell, E e c que apresentam 1% a 5% do
poder imunogênico do antígeno D são respon-
sáveis por doença hemolítica neonatal, às ve-
zes grave. Enquanto outros antígenos destes
sistemas mais raros com 0,1% do poder
imunogênico do antígeno D, muito raramente
provocam doença hemolítica grave5.

Grupo I-A: Neste grupo predominam
os anticorpos do sistema Rh. Os anticorpos
anti-D, isolados, foram detectados em 43/
83 (51,8%); em associação com anticorpo
anti-C, em 13/83 (15,7%); e em associação
a outros anticorpos, em 5/83 (6,0%),
totalizando 61/83 (73,5%). Os anticorpos
do sistema Rh, excluindo o anticorpo anti-
D, na forma isolada ou em associação com
outros anticorpos, totalizam 17/83 (20,5%),
enquanto os anticorpos raros (anti-S; anti-
Jka), totalizam 2/83 (2,4%).

Quanto à evolução clínica neonatal, os
recém-nascidos com anticorpo anti-D, isola-
do, 10/43 (23,2%) apresentaram icterícia
precocemente; 29/43 (67,4%), icterícia tardi-
amente, e 4/43 (9,3%) evoluíram com
descoramento de mucosas .

Dos recém-nascidos, cujas mães apresen-
tavam anticorpos anti-D+C, 10/13 (76,9%)
evoluíram com icterícia precoce; 3/13
(23,1%), com icterícia tardia e 3/13 (23,1%)
apresentaram-se descorados.

Dos recém-nascidos com anticorpos do
sistema Rh não anti-D isolado, 15,4% (2/13)
evoluíram com icterícia precoce; 76,9% (10/
13), com icterícia tardia e nenhum apresentou
descoramento de mucosas.

Entre os recém-nascidos com anticorpos
de sistemas mais raros, houve um que evoluiu
com icterícia precoce (anticorpo anti-Jka) e
outro com icterícia tardia (anticorpo anti-S).
Nenhum destes recém-nascidos apresentou
descoramento de mucosas.

Grupo I-B: Neste grupo predominam
também os anticorpos do sistema Rh, repre-
sentados pelos anticorpos anti-D em 17/66
(25,7%); anti-D+C, 2/66 (3,0%) e anti-D
associados a outros anticorpos em 1/66
(1,5%). Os anticorpos do sistema Rh, exclu-
indo-se os anticorpos anti-D, foram detecta-
dos em 20/66 (30,3%). Quanto aos anti-
corpos raros nenhum foi detectado nos re-
cém-nascidos deste grupo. Neste grupo, 54/
66 (81,8%) recém-nascidos evoluíram com
icterícia tardia e apenas 2/66 (3%) com icte-
rícia precoce (um dos recém-nascidos com
anticorpos anti-D e o outro sem anticorpo
detectado, porém na mãe foi encontrado
anti-Kell). Nenhum recém-nascido deste
grupo apresentou-se descorado.

Este estudo confirma que o anticorpo anti-
D permanece como causa mais comum de
morbidade no período perinatal e neonatal. A
sua associação com o anticorpo anti-C é causa
importante de doença hemolítica neonatal. Os
outros anticorpos do sistema Rh excluindo o
anticorpo anti-D e os anticorpos mais raros são
também causa de doença hemolítica, porém
não tão importante quanto ao anticorpo anti-D.

Em nosso estudo, dos 48 recém-nascidos
com anticorpos anti-D, 44 apresentaram icte-
rícia, sendo 17 com icterícia precoce, dois
destes nas primeiras quatro horas de vida, 27
com icterícia tardia. Destes 48 recém-nasci-
dos, seis apresentaram descoramento de
mucosas (Dois destes recém-nascidos em suas
respectivas mães foram encontrados anticor-
pos anti-D+e e outro anti-C+D). Foram sub-
metidos a tratamento 26 recém-nascidos (Ta-
bela 4), todos, a fototerapia; quatro a uma
única exsangüíneotransfusão, um a duas e um
terceiro a três (Tabela 2).

Em 1998, Howard8 et al. citam o anticorpo
anti-D como a principal causa de doença
hemolítica neonatal. Referem que a associação
anticorpo anti-D+C tem importância clínica
considerável, porém segundo Bowman15, em
1991, o anticorpo anti-C isolado raramente
causa doença hemolítica neonatal.

Neste estudo, o anticorpo anti-C, em as-
sociação com o anticorpo anti-D, também foi

causa importante de doença hemolítica
neonatal (Tabela 2). Dos oito recém-nascidos
com estes anticorpos, todos evoluíram com
icterícia, sendo que seis evoluíram com icterí-
cia precoce, um dos quais com icterícia nas
primeiras quatro horas de vida, dois com icte-
rícia tardia. Dois recém-nascidos apresenta-
ram-se descorados. Seis dos oitos recém-nas-
cidos receberam fototerapia, três foram sub-
metidos a uma única exsangüíneotransfusão e
um a duas.

Os anticorpos anti-E e anti-c, como os
anticorpos anti-D, são freqüentes16. O anti-
corpo anti-c é importante causa de doença
hemolítica neonatal grave, às vezes apresen-
tando clínica semelhante à do anticorpo anti-
D, com hemólise grave e, por vezes, causando
colestase17. Saint-Martin18 et al., em 1991,
descreveram cinco casos com isoimunização
por anti-E e anti-c, dos quais três necessitaram
exsangüíneotransfusão e dois tiveram evolu-
ção letal. O anticorpo anti-e é comum após
transfusões e pode ser causa de anemia
hemolítica.

Neste estudo, aqui representado, obti-
vemos nove recém-nascidos com o anti-
corpo anti-c. Destes, um evoluiu com icterí-
cia precoce e oito com icterícia tardia, sendo
necessário tratamento em dois recém-nasci-
dos (fototerapia). O anticorpo anti-E foi de-
tectado em seis recém-nascidos (cinco no
grupo I e um no grupo E). No grupo I, um
recém-nascido evoluiu anictérico, outro com
icterícia precoce e três com icterícia tardia. O
recém-nascido com icterícia precoce foi sub-
metido a fototerapia e a três exsangüíneo-
transfusões. No grupo E, o recém-nascido
apresentou icterícia tardia, porém sem ne-
cessidade de tratamento. Neste estudo, aqui
representado, observamos também que o
anticorpo anti-E é causa importante de doen-
ça hemolítica neonatal, necessitando inclusi-
ve de exsangüíneotransfusão. O anticorpo
anti-e foi detectado em um recém-nascido
que evoluiu com icterícia tardia, corado e não
necessitou de tratamento.

Os anticorpos do sistema Kell podem cau-
sar doença hemolítica neonatal grave. A pre-
sença do anticorpo anti-Kell no feto e, poste-
riormente no recém-nascido, pode levá-lo à
anemia grave devido ao efeito inibitório da
eritropoiese, independente da concentração
do anticorpo8.

Weiner19 et al., em 1996, em estudo com
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65 fetos, compararam a doença hemolítica por
anti-Kell e por anti-D. Os fetos com anemia
por doença hemolítica por anti-Kell apresenta-
ram reticulócitos em níveis mais baixos e níveis
de bilirrubinas comparáveis aos dos fetos anê-
micos por anti-D.

Bowman20 et al., em 1992, em estudo
retrospectivo com 459 gestantes e 311
isoimunizadas com anticorpo anti-Kell, obser-
varam que 5% (20/396) dos recém-nascidos
apresentaram doença hemolítica. Um dos re-
cém-nascidos evoluiu para óbito por kernic-
terus e três nasceram hidrópicos. Os autores
relatam ainda que a doença hemolítica neo-
natal embora rara pode ser tão severa quanto
a doença hemolítica pelo anticorpo anti-D. No
entanto, existe sempre história prévia de abor-
to, natimorto e/ou transfusão sangüínea.

Neste estudo, aqui representado, foram
detectados três anticorpos anti-Kell em sangue
materno, porém ausentes nos respectivos re-
cém-nascidos. Destes, um evoluiu com icterí-
cia precoce e outros dois com icterícia tardia.
Todos se apresentaram com mucosas cora-
das. Um dos recém-nascidos que evoluiu com
icterícia tardia necessitou de tratamento
fototerápico. Este anticorpo foi também en-
contrado neste estudo em associação com o
anticorpo anti-D, no sangue materno, porém

não no recém-nascido. Este evoluiu com icte-
rícia precoce, porém não necessitou de trata-
mento. A ausência do anticorpo anti-Kell no
sangue do recém-nascido talvez tenha configu-
rado evolução da síndrome ictérica mais leve
nestes pacientes.

A importância clínica imuno-hematológica
do sistema Duffy está na imunogenicidade de
seu antígeno Fya com o seu anticorpo corres-
pondente podendo causar doença hemolítica
neonatal10. Este anticorpo é relativamente co-
mum, enquanto o anticorpo anti-Fyb é mais
raro.

Howard8 et al., em 1998, citam nove re-
cém-nascidos com anticorpos anti-Fya, seis
deles com história prévia materna de transfu-
são sangüínea e apenas um recém-nascido que
necessitara de tratamento com fototerapia.

Filbey21 et al., em 1995, relataram 25 re-
cém-nascidos com este anticorpo, sendo que
16% (4/25) necessitaram de fototerapia e um
(4%) foi submetido a exsangüíneotransfusão.

Neste estudo, um único anticorpo anti-Fya

foi detectado, porém associado aos anticorpos
anti-C e anti-D (Tabela 2). Este paciente evo-
luiu com icterícia precoce, descoramento de
mucosas e recebeu tratamento fototerápico,
não necessitando de exsangüíneotransfusão.

Os anticorpos do sistema Kidd (anti Jka e

anti-Jkb) são freqüentemente encontrados
em baixa titulação e sua associação com ou-
tros anticorpos, como o anticorpo anti-D e/
ou anti-C é comum. A doença hemolítica
neonatal ocasionalmente ocorre, mas rara-
mente é grave.

Neste estudo, aqui representado, dos
anticorpos do sistema Kidd, três anti-Jka e um
anti-Jkb, foram detectados no sangue materno
e somente o anticorpo anti-Jka, isolado, foi
detectado no recém-nascido. Este evoluiu
com icterícia precoce, porém com mucosas
coradas e foi submetido a fototerapia apenas,
o que caracteriza a pouca gravidade deste
anticorpo.

No sistema MNS, os anticorpos anti-S,
anti-s e anti-U podem ocasionar doença
hemolítica neonatal. Filbey21 et al., em 1995,
relataram que de cinco recém-nascidos com
anticorpo anti-S, nenhum necessitou de trata-
mento.

Howard8 et al., em 1998, relataram que
dez recém-nascidos com anticorpo anti-S, três
com história prévia materna de transfusão
sangüínea, nenhum necessitou de tratamento.

Neste estudo, o anticorpo anti-S foi detec-
tado em três mães. Apenas um recém-nascido
apresentou o anticorpo anti-S. Ele evoluiu com
icterícia tardia, corado, mas também não ne-

Tabela 2 – Anticorpos titulados e sua relação aos resultados do teste de Coombs vs terapêutica na doença hemolítica neonatal

Anticorpos N# TCD£ TCD£ Foto† Ext1‡ Ext2§ Ext3¥

titulados positivo negativo
n# % n# % n# % n# % n# % n# %

A 1245 581 46,7 664 53,3 431 34,6 2 0,2 1 0,1 0 0
B   299 156 52,2 143 47,8 134 44,5 0 0 0 0 0 0
D    48 43 89,6 5 10,4 26 54,2 4 8,3 1 2,1 1 2,1
D +(A/B) α      8 7 87,5 1 12,5 2 25,0 0 0 0 0 0 0
D + C      8 8 100,0 0 0 6 75,0 3 37,5 1 12,5 0 0
D + outros β      3 3 100,0 0 0 3 100,0 1 33,3 1 33,3 0 0
Rhesus não D    18 15 83,3 3 16,7 3 16,7 0 0 0 0 1 5,6
isolados γ

Rhesus não D 3 3 100,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
associados δ

Rarosε 2 2 100,0 0 0 1 50,0 0 0 0 0 0 0

# número de recém-nascidos de  mães com anticorpos detectados £TCD Teste de Coombs direto †Fototerapia
‡Primeira exsangüíneo-transfusão §Segunda exsangüíneo-transfusão ¥Terceira exsangüíneo-transfusão
αAnticorpos D+ A (5); D +B (3)
βAnticorpos DE (1); DCA (1); DCFya (1)
γAnticorpos Rhesus não D isolados: C (2); c (9); E (6); e (1)
δAnticorpos Rhesus não D associados: CS (1); cE (2)
εAnticorpos raros: S (1); Jka (1)
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cessitou de tratamento. Os anticorpos anti-M
detectados em 18 mães não foram encontra-
dos nos respectivos recém-nascidos. Cinco
destes evoluíram anictéricos, 13 com icterícia
tardia, sendo apenas dois submetidos à
fototerapia.

No Grupo D do estudo há predomínio do
anticorpo anti-A em 580/736 (78,8%) em re-
lação ao anticorpo anti-B, 156/736 (21.2%).
Quanto à evolução clínica neonatal, dos re-
cém-nascidos com anticorpos anti-A, 97/580
(16,7%) evoluíram com icterícia precoce
e 395/580 (68,1%), com icterícia tardia.
Nenhum evoluiu com descoramento de
mucosas. Os recém-nascidos com anticorpos
anti-B, 40/156 (25,6%) evoluíram com icterí-
cia precoce e 97/156 (62,2%) com icterícia
tardia. Em um paciente foi observado
descoramento de mucosas. Neste grupo (D),
43,6% (253/580) dos recém-nascidos com
anticorpo anti-A receberam tratamento e nos
recém-nascidos com anticorpo anti-B, 74/156
(47,4%). Apesar da aparente diferença
percentual entre eles, não houve diferença
estatística.

No geral, dos recém-nascidos deste gru-
po, 137/736 (18,6%) evoluíram com icterícia
precoce e 492/736 (66,8%) com icterícia tar-
dia e quase a totalidade apresentou-se corado
clinicamente. A incidência de tratamento foi de
327/736 (44,4%). Dois recém-nascidos ne-
cessitaram de exsangüíneotransfusão, um uma
única e o outro, duas.

No grupo E, o predomínio do anticorpo
anti-A foi de 663/807 (82,1%) em relação ao
anticorpo anti-B, com  143/807 (17,7%). Foi
também encontrado neste grupo um
anticorpo pertencente ao sistema Rhesus,
anticorpo anti-E, com incidência de 0,1%.
Quanto à evolução clínica neonatal, dos re-
cém-nascidos com anticorpos anti-A, 49/663
(7,4%) evoluíram com icterícia precoce e 481/
663 (72,5%) com icterícia tardia. Todos os
recém-nascidos evoluíram com as mucosas
coradas.

Neste grupo, 176/663 (26,5%) dos re-
cém-nascidos com anticorpos anti-A necessi-
taram de tratamento, enquanto os recém-
nascidos com anticorpo anti-B, 60/143
(42,0%). A diferença entre os dois anticorpos,
neste grupo, foi significante.

No geral, os recém-nascidos do grupo E,
70/807 (8,7%), evoluíram com icterícia pre-
coce, 579/807 (71,7%), com icterícia tardia e

todos se apresentaram corados clinicamente.
A incidência de tratamento foi de 236/807
(29,2%). Um recém-nascido necessitou de
uma única exsangüíneotransfusão.

C) Tratamento: No grupo I-A, dos recém-
nascidos com anticorpos anti-D, isoladamen-
te, 20/43 (46,5%) necessitaram de tratamento
(fototerapia e/ou exsangüíneotransfusão), en-
quanto os recém-nascidos com anticorpos
anti-D+C, 11/13 (84,6%), necessitaram de
tratamento. Apesar da diferença percentual,
estatisticamente não foi significante, provavel-
mente pelo tamanho da amostra.

Neste grupo dos recém-nascidos que ne-
cessitaram de tratamento (fototerapia e/ou
exsangüíneotransfusão), 20/83 (24,1%) apre-
sentaram o anticorpo anti-D isolado; 11/83
(13,2%) anti-D+C; 3/83 (3,6%) anticorpos
do sistema Rh não anti-D; e 1/83 (1,2%)
anticorpos raros (anti-Jka). É neste grupo tam-
bém que se concentrou o maior número de
casos submetidos a exsangüíneotransfusão, 7/
83 (8,4%) dos recém-nascidos foram subme-
tidos a uma única exsangüíneotransfusão; 3/83
(3,6%) a duas; e 2/83 (2,4%) a três. Os níveis
de bilirrubinas, tanto totais quanto indiretas,
estão sempre aumentados em relação aos
imediatamente anteriores à exsangüíneo-
transfusão caracterizando o efeito rebote des-
tes casos.

Nos casos de necessidade de tratamento
no grupo I-B, a terapêutica indicada foi a
fototerapia em 9/66 (13,6%) dos recém-nas-
cidos. Destes, 4/66 (6,1%) apresentavam
anticorpos anti-D; 1/66 (1,5%) do sistema Rh
não anti-D; e 4/66 (6,1%) tiveram detectado
nas mães respectivas anticorpos raros (anti-Jkb,
anti-K, anti-M), porém não encontrados neles.
Nenhum recém-nascido deste grupo foi sub-
metido a exsangüíneotransfusão.

Comparativamente, os grupos I-A e I-
B apresentaram níveis de bilirrubinas indi-
retas indicativos de tratamento fotote-
rápico com intervalos de confiança sobre-
postos I-A IC95%[7,4 — 9,6] vs I-B
IC95%[5,6 — 14,8] com P=0,309, não
estatisticamente significante. Os níveis de
hemoglobina e de hematócrito, na ocasião
da indicação do tratamento, também não
mostraram diferenças estatisticamente
significantes (intervalos de confiança so-
brepostos hemoglobina I-A IC95% [13,0
— 15,6] vs I-B IC95% [14,0 — 17,8], P =
0,478 e hematócrito I-A IC95% [38,8 —

46,0] vs I-B IC95% [43,6 — 49,8], P =
0,500.)

A porcentagem de tratamento do grupo I-
A foi de 49,4% (41/83) e do grupo I-B de
13,6% (9/66) e, apesar da diferença per-
centual, o cálculo do P=0,057 mostrou-se não
significante provavelmente pela amostra ser
relativamente pequena.

No grupo I deste estudo, dos 48 re-
cém-nascidos com anticorpo anti-D, 26
deles foram submetidos à fototerapia, e
seis a exsangüíneotransfusão, sendo que
quatro, a uma única, outro, a duas e um
terceiro, a três (Tabela 2).

Dos recém-nascidos anticorpos anti-
D+C deste grupo, seis dos oito receberam
fototerapia, três foram submetidos a uma única
exsangüíneotransfusão e um a duas.

Dos recém-nascidos com anticorpos anti-
E detectados neste trabalho, apenas um neces-
sitou de tratamento fototerápico e também foi
submetido a três exsangüíneo-transfusões,
gravidade também observada por Saint-
Martin18 et al., em 1991.

Em relação ao anticorpo anti-c detectados
em nove dos recém-nascidos de nosso estu-
do, apenas dois pacientes foram submetidos a
tratamento fototerápico, um dos quais com
evolução precoce da icterícia, o que contradiz
os dados da literatura quanto a maior gravida-
de deste anticorpo.

O recém-nascido com anticorpo anti-e do
grupo de estudo aqui representado evoluiu
com icterícia tardia, mucosas coradas e não
necessitou de qualquer tratamento.

Em relação ao sistema Kell, nos recém-
nascidos deste estudo, em nenhum se detec-
tou este anticorpo, talvez seja este o motivo da
sua evolução benigna.

Quanto ao anticorpo anti-Fya detectado
em associação com anticorpos anti-C e anti-D,
em  nosso estudo o tratamento foi apenas com
fototerapia, não necessitando de exsangüíneo-
transfusão, semelhantes aos achados por
Filbey21 et al., em 1995 e Howard8 et al., 1998.

Dos recém-nascidos com anticorpos do
sistema Kidd, apenas o anticorpo anti-Jka foi
detectado no recém-nascido, que evoluiu
com icterícia precoce e necessitou de trata-
mento fototerápico.

Simpson25 et al. relataram em 1977 o
aparecimento do anticorpo anti-Jka em pa-
ciente de 19 anos, secundigesta. Durante
esta segunda gravidez, por incompatibilida-
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de materno-fetal Rh, a gestante necessitou
fazer transfusão intra-uterina por duas ve-
zes, intercaladas por amniocentese. Por
conseguinte, houve o aparecimento do se-
gundo anticorpo, anti-Jka, com título de 1/4.
O recém-nascido necessitou de quatro
exsangüíneo-transfusões, mas evoluiu sem
evidências de déficits neurológicos.

Nos estudos de Filbey21 et al., em 1995,
em oito recém-nascidos foram detectados o
anticorpo anti-Jka. Três pacientes necessitaram
de tratamento com fototerapia, porém dois
deles apresentavam concomitantemente in-
compatibilidade ao sistema ABO.

No sistema MNS, os anticorpos anti-S,
anti-s e anti-U podem ocasionar doença
hemolítica neonatal. Filbey21 et al., em 1995,
relataram que de cinco recém-nascidos com
anticorpos anti-S nenhum necessitou de tra-
tamento.

Howard8 et al., em 1998, relataram que
de dez recém-nascidos com este anticorpo,
três apresentavam história prévia materna de
transfusão sangüínea, mas nenhum necessitou
de tratamento.

Neste trabalho, apenas o anticorpo anti-S
foi detectado em um recém-nascido, porém

sem repercussão, pois também não necessitou
de tratamento.

A doença hemolítica neonatal, causada
pela incompatibilidade ao sistema ABO, resul-
ta da interação de anticorpos maternos anti-A
e/ou anti-B com os antígenos correspondentes
nos eritrócitos neonatais. Embora, esta
isoimunização seja mais comum, tem caráter
benigno, pois raramente é grave, excepcional-
mente provoca anemia e na literatura só há
descrição de quatro casos de hidropsia por
isoimunização ABO26,10 .

No grupo D, a incidência de tratamento foi
de 44,4% (327/736) e dois recém-nascidos
foram submetidos a exsangüíneotransfusão,
um a uma única e outro, a duas.

No grupo E, a incidência de tratamento foi
de 29,2% (236/807) e um dos recém-nascidos
foi submetido a única exsangüíneotransfusão.

Comparativamente, os grupos D e E apre-
sentaram níveis de bilirrubinas indiretas indica-
tivos de tratamento com fototerapia com in-
tervalos sobrepostos (D) IC95% [9,5 — 10,2]
e (E) IC95% [10,0 — 10,8], com P=0,083,
não estatisticamente significante.

Os níveis de hemoglobina e hematócrito,
na ocasião da indicação do tratamento, foram

significativos (P < 0,001) com intervalos não
sobrepostos: hemoglobina (D) IC95% [15,1
— 15,7] vs (E) IC95% [16,0 — 16,8] e
hematócrito (D) IC95% [45,2 — 46,8] vs (E)
IC95% [47,9 — 50,5] .

Neste estudo, comparando os anticorpos
titulados em recém-nascidos em relação aos
anticorpos do sistema Rhesus não D, analisan-
do o risco para fototerapia, encontramos o
anticorpo anti-D com risco de 3,25 vezes
maior. O anticorpo anti-D em associação com
outros anticorpos eleva para 3,47 este risco e
os anticorpos anti-A e anti-B mostraram risco
de 2,08 e 2,69 vezes maior.

O risco relativo para o tratamento com
fototerapia, segundo os grupos de estudo (Ta-
bela 3), mostrou que os grupos de maior risco
foram o grupo I-A e o grupo D, com valores de
3,62 e 3,26, respectivamente. O grupo E
mostrou um valor intermediário de 2,14 e o
grupo de menor risco foi o grupo I-B com risco
de 1,00. Esta diferença confirma a maior
imunogenicidade dos antígenos D em relação
aos outros. O grupo D tem risco maior em
relação ao grupo E provavelmente pelo maior
número de anticorpos detectáveis em relação
a grupo E.

Tabela 4 – Risco relativo para o tratamento com exsangüíneotransfusão segundo os grupos de estudo do estudo de
prevalência de marcadores imuno-hematológicos para doença hemolítica neonatal

Grupos de Estudo 1 EXT ne/nt (%) RR† (IC 95%) 2 EXT ne/nt (%) RR† (IC95%) 3 EXT ne/nt  (%)

I-A 7/83 (8,43) 68,06 (8,48-546,48) 3/83 (3,61) 26,60 (2,80-252,85) 2/83 (3,40)
I-B — — — — —
D 1/736 (0,14) 1,16 (0,07-17,50) 1/736 (0,14) ref. —
E 1/807 (0,12) ref. — — —
†RR Risco relativo
†IC95% intervalo de confiança de 95% para risco relativo
ne/nt número de recém-nascidos submetidos a exsangüíneotransfusão/ número total de recém-nascidos
ref.: categoria de referência

Tabela 3 – Risco relativo para o tratamento com fototerapia segundo os grupos de estudo
do estudo de prevalência de marcadores imuno-hematológicos para doença hemolítica neonatal

Grupos de estudo nf/nt* % Risco relativo IC95%RR&

I-A 41/83 49,40 3,62 1,90<RR<6,90
I-B 9/66 13,64 1,00 ref.
D 327/736 44,43 3,26 1,77<RR<6,01
E 236/807 29,24 2,14 1,16<RR<3,97

*número de recém-nascidos sob fototerapia/número total por grupo
&IC95%RR intervalo de confiança de 95% do risco relativo
nf/nt: número de recém-nascidos submetidos a fototerapia/ número total de recém-nascidos
ref.: categoria de referência
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Quanto ao risco relativo para tratamento
com exsangüíneotransfusão (Tabela 4), segun-
do os grupos de estudo, observamos que: o
grupo com maior risco de realizar até três
exsangüíneo-transfusões foi o I-A. O segundo
grupo de maior risco para realização de até
duas exsangüíneo-transfusões foi o grupo D. O
terceiro grupo de risco para a realização e uma
exsangüíneotransfusão foi o grupo E, sendo
que o grupo I-B não realizou nenhuma
exsangüíneotransfusão.

Comparando o grupo de estudo com os
trabalhos de Filbey21 et al., 1995, em relação à
fototerapia, observamos não haver diferença
significante entre os anticorpos anti-D; anti-
D+C; anti-D+outros; anti-Rh-D isolado;
anti-Rh-D associados e anticorpos mais raros.
Comparando o grupo de estudo com os traba-
lhos de Filbey21 et al., 1995, em relação a
exsangüíneotransfusão, observamos não ha-
ver diferença significante entre os anticorpos
anti-D; anti-D+C; anti-D+outros; anti-Rh-D
isolado; anti-Rh-D associados e anticorpos
mais raros.

O risco relativo do recém-nascido com
incompatibilidade ao anticorpo anti-D, isolado
ou associado a outro anticorpo, de necessitar
de fototerapia é de 3,25 e 3,47 vezes maior
em relação a incompatibilidade a anticorpo
Rhesus não anti-D. Comparando o anticorpo
anti-B, é de 2,69 vezes e o anticorpo anti-A,
2,08 vezes maior.

Na cronologia do tratamento, observa-
mos que a média de início da terapêutica foi
entre o primeiro e o segundo dia de vida. No
grupo do estudo, a icterícia neonatal precoce
incidiu em 14,1% (239/1692) e a icterícia
tardia em 69,3% (1172/1692) e por isso a
média em horas para início do tratamento foi
de 40,2.

O tempo médio de vida à alta hospitalar foi
de quatro dias, às vezes excedendo este tem-
po em média de mais três dias. Na rotina do
Hospital e Maternidade Santa Joana, recém-
nascidos de parto cesárea recebem alta hospi-
talar em média com 60 horas de vida. Com
estes valores, observamos a importante
morbidade da doença hemolítica neonatal
como causa da prorrogação de internação
destes recém-nascidos.

Os níveis de bilirrubinas indiretas à alta
hospitalar foram sempre inferiores a dois
pontos do indicativo de tratamento, se-
gundo as normas de icterícia daquele ser-

viço. Dos recém-nascidos que não foram
submetidos a qualquer tratamento, 16,9%
(286/1692) apresentaram-se anictéricos e
46,9% (793/1692) apresentaram icterícias
mensuradas de acordo com as zonas de
Kramer, sendo que 45,9% (776/1692)
apresentavam-se ictéricos entre as zonas I
e III de Kramer.

CONCLUSÕES

Concluímos que a prevalência geral de
marcadores imuno-hematológicos associados
à doença hemolítica nesta população foi de
9,07% (3212/35429), a incidência de doença
hemolítica nos grupos estudados foi de
36,23% (613/1692). O grupo com teste de
Coombs positivo, onde se concentram as in-
compatibilidades ABO, teve incidência de
doença hemolítica superior aos demais grupos
e teve também maior incidência de tratamento
com fototerapia. O grupo com teste de
Coombs indireto e direto positivos, onde se
concentraram as incompatibilidades Rh, apre-
sentou maior incidência de tratamento com
exsangüíneotransfusão nos recém-nascidos
em relação aos demais grupos.

SUMMARY

PREVALENCE OF IMMUNOHEMATOLOGIC

TESTS AT BIRTH AND THE INCIDENCE OF

HEMOLYTIC DISEASE IN THE NEWBORN

The administration of anti-D globulin to the
mothers has decreased the incidence of Rh
hemolytic disease but the improvement of
technologic assays has made it possible to identify
several hemolytics diseases of the newborn.

BACKGROUND. To identify the prevalence of
immunohematologic tests demonstrated by
indirect (IC), direct (DC) and elution tests; to
identify the incidence of hemolytic disease and
its treatment (phototherapy and/or exchange
transfusion) in neonates with hemolytic disease.
This is a retrospective cohort-study performed
from January 1st 1996 to July 1st 1998.

METHODS. This is a descriptive study of the
immunohematologic profile of 1698 mothers
and their offsprings, as risk factors for
developing hemolytic disease. The inclusion
criteria were the positivity of the indirect (IC)
and direct (DC) Coombs tests and elution
tests. Based on the inclusion criteria three
group of infants were analyzed: Group I was
composed of 149 offsprings of Coombs-

positive mothers (IC+) with antibodies
associated with neonatal hemolytic disease.
This group was further divided into two
groups: Group I-A (IC+DC+) was composed
of 83 Coombs-positive offsprings (DC+) of
Coombs-positive mothers (IC+) and Group I-
B (IC+DC-) was composed of 66 Coombs-
negative offsprings (DC-) of Coombs-positive
mothers (IC+); Group D was composed of
736 Coombs-positive offspring’s of Coombs-
negative mothers (IC-); and Group E was
composed of 807 Coombs-negative and
elution-positive offspring’s of Coombs-
negative mothers.

RESULTS. This study shown that the overall
prevalence of immunohematologic tests asso-
ciated with hemolytic disease was 9.07%
(3212/35429), 0.43% (154/35429) among
offsprings of Coombs-positive mothers,
4.10% (1453/35429) among Coombs-
positive infants, and 4.53% (1605/35429)
among elution-positive infants. The overall
incidence of hemolytic disease was 36.23%
(613/1692), 33.56% (50/149) among
offspring’s of Coombs-positive mothers,
44.43% (327/736) among Coombs-positive
infants, and 29.24% (236/807) among
elution-positive infants. The overall incidence
of phototherapy among infants with hemolytic
disease was 36.23% (613/1692), 49.40%
(41/83) in group I-A (IC+DC+), 13.64% (9/
66) in group I-B(IC+DC-), 44.43% (327/
736) in group D, and 29.24% (236/807) in
group E. The overall incidence of exchange
transfusion among infants with hemolytic
disease was 0.88% (15/1692), 14.46% (12/
83) in group I-A (IC+DC+), 0% (0/66) in
group I-B (IC+DC-), 0.27% (2/736) in group
D, and 0.12% (1/807) in group E.

CONCLUSIONS. The results of this study
allowed us to conclude that the overall
prevalence of immunohematologic tests
associated with hemolytic disease was 9.07%
(3212/35429) and the overall incidence of
hemolytic disease was 36.23% (613/1692) in
this study-group. The highest incidences of
hemolytic disease and phototherapy were
observed among Coombs-positive offsprings
of Coombs-positive mothers. [Rev Assoc Med
Bras 2003; 49(1): 45-53]
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