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Resumo

O acompanhamento a gestantes RhD negativo € baseado na premissa de que seus fetos
podem estar em risco de desenvolver a doenga hemolitica perinatal (DHPN), o que pode
trazer sérios riscos ao feto. Procedimentos invasivos como amniocentese ou cordocentese
podem ser utilizados para se conhecer o fendtipo RhD fetal, entretanto, oferecem riscos ao
feto e a gestante. A possibilidade de se detectar o gene RHD no DNA fetal extraido do
plasma materno possibilitou um grande avanco no protocolo de atendimento a gestantes
RhD negativo por ser um procedimento ndo invasivo e que, portanto, ndo acarreta qualquer
risco & mée ou ao feto.
Material e métodos: 55 amostras de sangue de gestantes RhD negativo foram
processadas para purificagcdo do DNA fetal. PCR em tempo real foi realizada para amplificar
segmentos dos exons 5 e 7 do gene RHD. Os resultados da genotipagem fetal no plasma
materno foram comparados com a fenotipagem RhD dos recém-nascidos, realizada em
amostras de sangue umbilical colhida ao nascimento. Também foram realizadas PCR para
deteccdo do gene SRY e para estudo da zigozidade RHD paterna, quando a amostra
paterna estava disponivel.
Resultados: Os resultados da genotipagem RHD fetal puderam ser comparados com 43
fen6tipos RhD dos recém-nascidos. Houve cinco resultados inconclusivos, nenhum falso
negativo e um falso positivo, devido a uma provavel fenotipagem RhD incorreta. A
sensibilidade do teste foi de 100%, a especificidade foi de 94,1% e a concordancia dos
resultados moleculares com os sorologicos foi de 97,7%, se considerarmos que 0 Unico
resultado soroldgico discordante estava correto. Entretanto, este ndo parece ser 0 caso,
uma vez que a genotipagem usando DNA fetal extraido de plasma materno foi concordante
com a genotipagem RHD a partir de células da mucosa bucal do recém-nascido.

Conclusdo: O teste para a genotipagem RHD fetal ndo invasiva mostrou-se sensivel e

viavel como ferramenta auxiliar na rotina de atendimento a gestantes RhD negativo.



Abstract

The management of RhD negative pregnant women is based on the premise that their
fetuses may be at risk of developing hemolytic disease (DHPN), which could bring serious
risks to the fetus. Invasive procedures such as amniocentesis or cordocentesis can be used
to define the fetal RhD phenotype, however, it offers risks to both fetus and pregnant woman.
The ability to detect fetal RHD gene in DNA from maternal plasma allowed a major advance
in the care protocol to RhD negative pregnant women for being a non-invasive procedure
and therefore carries no risk to the mother or fetus.

Methods: 55 blood samples from RhD negative pregnants were processed for extraction of
fetal DNA. Real time PCR was performed to amplify segments of exons 5 and 7 of RHD
gene. The results of fetal genotyping using maternal plasma were compared with the RhD
phenotype of newborns, performed in cord blood sample obtained at birth. PCR for detection
of SRY gene and for the study of RHD zygosity was also performed, when the paternal
sample was available.

Results: The results of fetal RHD genotyping could be compared with 43 RhD phenotypes
of newborn. There were five inconclusive results, no false negative and one false positive
due to a probable incorrect RhD phenotyping. The test sensitivity was 100%, specificity was
94,1% and concordance between molecular and serological tests was 97,7% if we consider
that the only discordant serological results was correct. However, in this case, genotyping
from maternal plasma was concordant to that determined from the newborn buccal cells.
Conclusion: The test for noninvasive fetal RHD genotyping was a sensitive and viable tool

in management of RhD negative pregnants.



Introducéo

1. Reviséo bibliografica

1.1 A doenca hemolitica perinatal

A doenca hemolitica perinatal (DHPN) é caracterizada pela destruicdo de hemacias
fetais por anticorpos IgG de origem materna (HARMENING, 2005) e € uma das causas da
inclusédo de gestantes RhD negativo em programas de acompanhamento a gestantes de alto
risco em ambulatérios obstétricos. A destruicdo de hemacias fetais pode provocar desde um
quadro de discreta anemia a eritoblastose, hidropsia, faléncia cardiaca e morte fetal. A
gravidade da doenca vai depender do nimero de gldébulos destruidos, da capacidade do feto
em compensar a destruicdo acelerada das hemacias e ainda do seu diagndstico precoce,
permitindo um tratamento eficaz e evitando sequelas tragicas e desnecessarias (MOLLISON
et al., 1997).

Mais de 50% das DHPN séo causadas pelo antigeno D, um dos 50 antigenos do
sistema de grupo sanguineo Rh (CORREA et al., 2004). Em caucasianos, cerca de 10% de
todas as gestacdes envolve uma mulher RhD negativo e um feto RhD positivo, colocando a
mae em risco de sensibilizacdo e os futuros conceptos em risco de desenvolver DHPN.
Cerca de 5% das DHPN resultam em morte fetal ou neonatal e outros 5% resultam em
moderados a graves problemas de desenvolvimento fetal (FINNING et al., 2008).

Historicamente, a DHPN foi uma significante causa de morte fetal ou do recém-
nascido, e antes de qualquer intervencdo médica as mortes neonatais por DHPN estavam
entre 4 a 5 por 1.000 recém-nascidos. Em 1968, com a introducdo da imunoprofilaxia RhD
houve uma significativa queda na incidéncia de DHPN (BOWMAN, 1997). Entretanto, apesar
de todos os avangos no acompanhamento de gestantes RhD negativo, a DHPN ainda nédo
foi erradicada. No Brasil, no periodo de 2005, o nimero de mortes fetais ou de recém-
nascidos por anemias, causadas por fatores maternos, foi de 12.351. S6 na regido sudeste
0 numero foi de 4.717 e na regido nordeste foi de 3.993. Juntas, as regifes sudeste e
nordeste sao responsaveis por mais de 50% do numero total de afetados no Brasil
(DATASUS). Em 2006, a incidéncia de DHPN por nascidos vivos foi de 10,5:21.000,
enguanto na Europa a taxa era de 1:21.000 nascidos vivos (DANIELS et al., 2004).



1.2 Fisiopatologia da DHPN e intervencgdes clinicas

A ligacdo de anticorpos da classe IgG a hemécias fetais pode levar a destruicao
acelerada dessas células. Em casos de DHPN provocada pelo antigeno de grupo sanguineo
RhD, h&d uma estimulacdo da eritropoese para compensar a rapida destruicdo eritrocitaria,
levando a producao de eritrécitos nucleados imaturos, os eritroblastos, constituindo o quadro
conhecido por “eritroblastose fetal”. Entretanto, em casos de DHPN provocados pelo
antigeno “K”, do grupo sanguineo Kell, ha supressdo da eritropoese, que somada a
destruicdo de eritrdcitos da circulacao fetal, pode levar a anemia intensa (VAUGHN et al.,
1998).

Em fetos severamente afetados, em que a producdo de células hematopoiéticas pela
medula dssea fetal € insuficiente para compensar a anemia, érgdos como o baco e o figado
sdo estimulados a producdo de células hematopoiéticas, sobrecarregando-os e levando a
um quadro de hepatoesplenomegalia, hipertensao portal e destruicdo de hepatécitos. Isso
pode resultar em hipoproteinemia, insuficiéncia cardiaca e hepética, além de edema
generalizado, quadro conhecido por “hidropsia fetal” (GOODSTEIN, 2008). Fetos menos
afetados continuam sofrendo hemodlise com a consequente liberacdo de bilirrubina indireta
na corrente sanguinea, que antes do nascimento é conjugada a albumina no figado materno
sendo eliminada da circulacdo fetal sem maiores danos. Entretanto, ao nascimento, pela
dificuldade de metabolizar a alta concentracdo de bilirrubina liberada pelo rompimento
eritrocitario, o recém-nascido pode apresentar altas concentragcfes de bilirrubina sérica, que
pode se depositar nos ganglios basais e nos nucleos do tronco cerebral, causando leséo
neuronal em &reas especificas do cérebro, fenbmeno conhecido por “kernicterus”
(MOLLISON et al., 1997).

Como forma de tratamento pré-natal podera ser realizada a troca de plasma materno,
com o0 objetivo de diminuir a concentracdo do anticorpo em mulheres sensibilizadas ou a
transfusdo intra-uterina, a fim de minimizar os riscos ao feto. Entretanto, pelo fato de
transfusdes intra-uterinas estarem associadas a um risco de 1 a 2% de perda perinatal, elas
devem ser realizadas somente apoés criteriosa avaliagdo médica (WEINER & OKAMURA,
2006).

Apdés o nhascimento, se 0 recém-nascido apresentar um grau de hemdlise elevado,
podera ser realizada a ex-sanguineo transfusdo, com o principal objetivo de remover da
circulacdo do recém-nascido hemécias sensibilizadas com anticorpos, anticorpos maternos
e a bilirrubina presente em altas concentragdes (igual ou maior a 340 pmol/L), além de
promover o aporte de hemécias ao recém-nascido, corrigindo a anemia (MOLLISON et al.,
1997)



1.3 Doenca Hemolitica Perinatal causada por Anti-D

O antigeno D, do sistema de grupo sanguineo Rh, é responséavel por cerca de 50%
dos casos de aloimunizacdo materna. Segundo Daniels (2004), a despeito do uso da
imunoprofilaxia anti-D, a aloimunizagdo RhD ainda € a maior causa de doenga hemolitica
severa em fetos e neonatos (DANIELS et al., 2004).

Normalmente, a DHPN néo ocorre na primeira gestacdo de uma mulher RhD negativo
portando um feto RhD positivo, caso a mée ainda nado tenha sido aloimunizada. Entretanto,
durante a gestacao e particularmente ao nascimento, quando a placenta se separa do Utero,
um numero variavel de hemécias fetais entra na circulacdo materna. Por ser altamente
imunogénico, apenas 1 mL de hemacias fetais contendo o antigeno D é capaz de imunizar a
mdae. Segundo Harmenig e colaboradores (2005), o risco de uma méae RhD negativo
produzir anti-D ap6s gerar um filho RhD positivo é de aproximadamente 9%, se a
imunoprofilaxia anti-D ndo for administrada. No caso de mulheres com uma histéria de fetos
portadores de hidropsia fetal devido ao anti-D, ha 90% ou mais de chances de um
subsequente feto ser também afetado (BOWMAN, 1990). Em contraste, durante a primeira
gestacao sensibilizada, o risco de hidropsia fetal € de 8 a 10%.

Mis Rh negativa
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Figura 1 - Aloimunizagao materna por anti-D




Numa primeira gestacdo de uma mulher RhD negativo portando um feto RhD positivo,
pode haver transferéncia feto-materna, sobretudo durante o parto. A presenca de
hemécias RhD positivo na circulagdo materna pode estimular a produgéo de anticorpos
anti-D maternos. Numa préxima gestacdo de um feto RhD positivo, 0 anti-D atravessa a

barreira transplacentéaria e se liga as hemécias fetais, destruindo-as.

1.4 Administracdo de anti-D profilatico

A introducédo da imunoprofilaxia RhD em 1968 foi um marco importante na medicina
preventiva. No Canad4, antes de sua introducdo, a taxa de imunizacdo RhD era de 13,2%.
Subsequente a sua introducéo, a taxa de imunizagdo RhD foi reduzida para 0,14%. A taxa
de sucesso da imunoprofilaxia RhD é, portanto, de 98,4 a 99% (MOLLISON et al., 1997;
SCOTT, 2001).

Cerca de 0,71 a 1,9% dos casos de sensibilizagcdo RhD ocorrem antes do parto, a
maioria dos quais em decorréncia de hemorragia transplacentéria no terceiro trimestre. Esta
causa residual, mas importante, de doenca aloimune RhD pode ser reduzida pelo uso de
profilaxia antenatal, em mulheres RhD negativo ndo sensibilizadas, com risco de estar
gestando um feto RhD positivo.

Na experiéncia inicial na Universidade de Manitoba, no Canada, a imunoprofilaxia
com 28 e novamente com 34 semanas de gestacdo reduziu a incidéncia de sensibilizacdo
de 1,8 para 0,1%, sem quaisquer efeitos adversos a mée ou ao feto (CORREA et al., 2004;
MANNIING, 2000). Sendo assim, a recomendacado é que todas as mulheres RhD negativo
ndo imunizadas recebam uma dose profilatica de imunoglobulina anti-D antenatal, isto é,
entre a 282 e a 342 semana de gestagdo e até 72 horas ap0s o nascimento de um recém-
nascido RhD positivo, ou ainda ap6s aborto, gravidez ectdpica, procedimentos invasivos e
outras causas de hemorragia transplacentéria.

A administracdo da imunoprofilaxia anti-D ndo é isenta de riscos. Por ser produzida a
partir de pool de plasma humano, pode veicular agentes infecciosos. Entre 1977 e 1978,
centenas de mulheres foram contaminadas com o virus da hepatite C apds receberem a
imunoprofilaxia anti-D (FINNING et al., 2008). Entre 1991 e 1994, o anti-D produzido na
Irlanda foi responsavel pela transmissdo da hepatite C a 44 mulheres (BELIARD, 2006;
KUMPEL, 2002). Além disso, seu fornecimento esta cada vez mais escasso, 0 que eleva o

custo e diminui o0 acesso a essa profilaxia.



1.5 O gene RHD

O gene RHD codifica a proteina e os antigenos RhD e estd localizado no
cromossomo 1 (1p36.13-p34.3). Esse gene € flanqueado por duas regides altamente
homdlogas, as “Rhesus boxes”, de orientacao idéntica (figura 2). Intimamente ligado ao gene
RHD, encontra-se o gene RHCE, que codifica a proteina RhCE e seus principais antigenos
C, ¢, E, e. Esses genes estdo separados por um terceiro gene, um segmento de 30.000 pb,
0 SMP1 (AVENT & REID, 2000).

RHD e RHCE séao altamente homdlogos, possuem 10 exons cada e cerca de 60 Kb.
A grande proximidade e homologia entre os genes RHD e RHCE permitem a formacao de
alelos RHD hibridos, levando a producéo de antigenos D diversificados, observados entre
os diferentes grupos étnicos (CHEN & FLEGEL, 2005). H4 cerca de 120 alelos RHD ja
descritos (WESTHOFF, 2005), e apesar da maioria dos individuos que possuem o gene
RHD expressar a proteina D em uma sequéncia convencional de aminoacidos, 1 a 2% dos
individuos de origem européia e a maioria dos afroamericanos e latinoamericanos tém
alteracdes de sequéncia do RHD, resultando na producdo de uma proteina alterada
(WESTHOFF, 2005).

upstream rhesus box
downstream rhesus box

| smpe1

Cromossomo 1

=

Figura 2 - Genes RHD e RHCE.

Os genes RHD e RHCE estéo localizados no cromossomo 1, possuem orientacdo oposta
e estdo separados apenas por um terceiro gene, 0 SMP1. O gene RHD ¢ flanqueado por
duas regibes, as “Rhesus Box (upstream e downstream Rhesus Box)". Fonte: Wagner e
Flegel, 2002.



1.6 A proteina RhD

A proteina RhD consiste de 417 aminoacidos e € formada por doze hélices
transmembranas, que entram e saem da membrana eritrocitéria seis vezes, formando seis
alcas extracelulares, levando-a a ser denominada “proteina de multiplos passos” (figura 3).
A proteina RhD néo é glicosilada e é expressa apenas na membrana dos eritrécitos, se a
proteina RhAG, codificada pelo gene RHAG (cromossomo 6 pll-p21.1), estiver presente
(AVENT & REID, 2000).

O antigeno D é uma colecao de epitopos de conformacdes dependentes ao longo da
proteina RhD. Alteracbes na sequéncia de aminoacidos podem levar a mudancas na
expressado, na estrutura ou nos epitopos do antigeno D, resultando nos fenétipos D fraco,
D¢, D parcial ou epitopos RhCE “D-like”, os quais podem conduzir a uma inferéncia errbnea
do fenétipo RhD (WESTHOFF, 2005).

e

RhAG

R 50.000]

HNET NIEN] N1

RhCE

{Rth 30,0007

Rl 30,0040}

Figura 3 - As proteinas RhD, RhCE e RhAg.

As proteinas RhD, RhCE e RhAg atravessam a membrana eritrocitaria seis
vezes. Dos aminoacidos especificos do antigeno D, 8 estdo na superficie
exofacial (7) e 24 em dominios transmembrana ou citoplasmaticos (0).
Circulos vermelhos (0) representam aminoacidos criticos para os antigenos
Clc (Ser103Pro) e E/e (Pro226Ala), da proteina RhCE. Fonte: Avent & Reid,
2000.



O fendtipo D fraco é caracterizado por mutagdes que sdo na grande maioria das
vezes substituicdes Unicas de nucleotideos (SNP) localizadas na regido transmembranar ou
intracelular (figura 4). Essas altera¢gBes afetam a quantidade de proteina RhD na membrana,
levando a um numero reduzido de sitios antigénicos nas hemacias. Isso faz com que o
antigeno D seja detectado somente na fase da antiglobulina humana (AGH) (WESTHOFF,
2005). Todavia, existem fendtipos D fraco de tdo baixa densidade antigénica que ndo sao
detectados nem mesmo na fase de AGH. Sabe-se ainda que, quando o haplétipo Cde se
encontra em trans com o haplétipo cDe, pode haver um efeito supressor na expressao do
antigeno D, levando a resultados discordantes na fenotipagem RhD (WAGNER et al., 1999).
Mais de 50 diferentes tipos de muta¢cBes associadas ao fenétipo D fraco ja foram reportados
(tipos 1-54), mas os tipos mais frequentemente encontrados (D fraco tipos 1, 2 e 3)
aparentemente ndo tém epitopos D alterados, o que faz com que os principais tipos de D
fraco ndo levem a producéo de anticorpos caso o portador de tal feno6tipo venha a receber
uma transfusdo de hemocomponente RhD positivo, ou no caso de mulheres, venha a gestar
um feto RhD positivo (WESTHOFF, 2005).

O fendtipo Dg, um tipo de D fraco frequentemente encontrado em asiaticos, €
caracterizado por uma densidade antigénica abaixo do nivel de detec¢do pelos reagentes
anti-D disponiveis atualmente no mercado para a fenotipagem RhD e s6 é detectado por
testes de adsorcdo e eluicdo com anti-D, o que faz com que individuos De sejam
erroneamente classificados como RhD negativo, embora o gene RHD esteja presente
(WESTHOFF, 2005).

O fenétipo D parcial é caracterizado por mutagdes localizadas na regido extracelular
da membrana eritrocitéria (figura 4). Esse fenétipo pode ser causado por substituicbes
Unicas de nucleotideos (SNP) ou de conversdo génica, resultando na troca de exons do
gene RHD por exons do gene RHCE e vice-versa, formando um gene hibrido RHD-CE-D.
Essas mutacBes podem levar a formacdo de novos epitopos ou de epitopos alterados que
podem ou ndo ser detectados pelos reagentes anti-D utilizados na fenotipagem (tabela 1).
Portadores desse feno6tipo, se estimulados por uma proteina RhD normal, podem produzir

anticorpos anti-D.
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Figura 4 - Polimorfismos na proteina RhD, resultand o no fendtipo D
fraco ou D parcial.

Desenho esquemético da proteina RhD inserida entre a dupla camada
fosfolipidica da membrana eritrocitaria. Em amarelo estdo representados
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP) localizados na regido
transmembranar e intracelular gerando o fenétipo RhD fraco. Ja os pontos
azuis representam os polimorfismos de SNP na regido extracelular,

caracterizando o fenétipo D parcial. Fonte: Flegel & Wagner, 2002.

7

O fenotipo RhCE “D-like” € caracterizado pela auséncia do gene RHD. Entretanto, a
proteina RhCE tem aminoacidos D-especificos que reagem com alguns anti-D, sendo
erroneamente classificados como RhD positivo. Dois exemplos, DR (também conhecido
como Ry™), encontrado em individuos de ancestralidade germanica e Crawford (ceCF),
presente em individuos de ancestralidade africana, sdo notaveis devido a sua forte
reatividade com alguns reagentes monoclonais licenciados pelo Food and Drug
Administration (FDA) e completa auséncia de reatividade com outros (tabela 2), mesmo
gquando o teste indireto da antiglobulina humana ou pesquisa de D fraco é realizado
(WESTHOFF, 2005).

Face ao exposto, os diversos tipos de metodologias e reagentes empregados na
fenotipagem RhD também podem ser responsaveis por fenotipagens RhD discrepantes
(WESTHOFF, 2005). Alguns fenotipos D fraco e particularmente, D fraco tipo 2, nem sempre
sdo detectados. Além disso, nenhum reagente anti-D atualmente disponivel no mercado
detecta hemacias D (WESTHOFF, 2005).
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Tabela 1 — Tipos de reagentes anti-D monoclonais di  sponiveis no mercado e sua
reatividade com algumas categorias de D parcial.

e S 3 s 2 0 e s
+ 0+ o+ 4+ o+ 4+ - | + - - + + - + - - +

RUM-1  +

MS-201 + + + + + + 4+ -+ + - - + - + + + + +

TH-28 | e B F Sl - 4 - % e ¥ - + F + + 4

M5-26 -+ 0+ o+ - -+ o+ 4 + - - + - - +/- - - -

MADB=2 0 | N R DR e R R = - s : : NT-  NT NT NT- NT NT
(+) Reacdo positiva (-) Reacao negativa (NT) Nao testado

Tabela 2 — Reagentes anti-D licenciados pelo FDA e  sua reatividade com algumas
hemécias D parcial e Rhce que resultam em discrepan  cias na fenotipagem RhD

D parcial D — ou D-like epitopo(s) em Rhce
Reagente IgM l9G
DV DBT DHAR CEF eull CESt
Mono
TA/AGH  TA/AGH'
clonal
Gammaclone GAMA401  F8D8 N/P P P P P NTE
Immucor series MS201 MS26 N /P P P N N (+)
Immucor series Th28 MS26 N /P P Var /P N N (+)
Ortho BioClone MAD2 Policl. N /P N /P N N N NTE
Ortho Gel MS201 NSA N/N P P N N )
Policlonal NSA NSA N /P N /P N N N (+)*
* Células tratadas com enzimas (+): Fracamente positivo Cauc.: Caucasianos
AGH: Fase antiglobulinica TA: Teste realizado a temperatura ambiente N: Negativo
Var: Variavel
P: Positivo NSA: Néo se aplica NTE: N&o testado

Fonte: WESTHOFF, 2005
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1.7 Bases moleculares do fenétipo RhD negativo

7

O fendtipo RhD negativo é encontrado em 15% da populagdo européia, 8% dos
africanos e é raro em asiaticos (REID & CHRISTINE, 2004).

Cerca de 18% dos europeus ndo expressam o antigeno D devido, na grande maioria
dos casos, a uma delecdo completa do gene RHD. Entretanto, o fen6tipo D negativo pode
ser causado também por alelos hibridos RHD/CE envolvendo as alcas exofaciais 3 a 6,
mutacBes em sitios de splicing, mutacdes sem sentido e outras alteracbes como delecdes
ou inserc¢des,conforme mostrado na figura 5 (COLIN, 1991).

Em africanos, esse fendtipo é decorrente em 18% dos casos de uma delecéo
completa do gene RHD, em 67% dos casos pela presenca do pseudogene RHDY¥ e em 15%
dos casos pelo hibrido RHD-CE-D (Cde®) (AVENT & REID, 2000).

O RHDVY ¢ caracterizado pela insercédo de 37 pares de base no exon 4, que introduz
um codon de terminacdo (stop codon) na posi¢cao 210 (exon 6) (figura 5). O gene RHDW
difere do RHD funcional por um ponto Unico de mutag¢éo nos exons 4 e 6 e muitos pontos de
mutacdo no exon 5. Esse fenotipo esta presente em cerca de 24% dos afro-americanos D
negativo e em 17% dos sul-africanos D-negativo miscigenados (SINGLETON et al., 2000).

O gene hibrido RHD-CE-D consiste na fusdo de exons RHD com exons RHCE. O
hibrido RHD-CE-D mais comum em caucasianos, o D parcial categoria VI (D", consiste dos
exons 1-3 e 7-10 do gene RHD e dos exons 4-6 do gene RHCE (DANIELS et al., 2004).

D-positive
37bp insert  stop codon

D-negative

D-negative
Clce’

D-negative
d RHD deletion

Figura 5 - Representagdo da organizacdo genbmica ca racteristica de um
fendtipo D positivo e de trés fendtipos D negativo.
Primeira linha: representacdo do genétipo RHD positivo devido a presenca do

gene RHD. Segunda linha: representacdo do gene RHDY, responsavel pelo
13



fen6tipo RhD negativo, por se tratar de um gene RHD néo funcional, onde ha
uma insercdo de 37 pares de base no exon 4 e a formag¢ao de um “stop codon”
no exon 6. Terceira linha: representagéo do gene hibrido RHD-CE-D, onde parte
dos exons de RHD se funde aos exons de RHCE, levando a auséncia de
epitopos da proteina RhD, resultando em um fenétipo RhD negativo. Quarta
linha: Representacdo do fenétipo RhD negativo devido a delecao total do gene
RHD.

1.8 Genotipagem RHD fetal

Em 1991, quando as bases moleculares do feno6tipo RhD se tornaram conhecidas, a
genotipagem RHD se tornou amplamente abordada e tem sido de grande utilidade no
acompanhamento precoce de gestantes RhD negativo sensibilizadas ou em risco de
imunizacdo, a tempo de administrar a imunoprofilaxia anti-D antenatal ou de evitar sua
infuséo desnecessariamente, em caso de fetos RhD negativo (BENNET et al., 1993).

A genotipagem RHD fetal permite a predicdo do fenétipo RhD do feto a partir da
andlise de seu DNA. O teste envolve a amplificacdo de uma ou preferencialmente mais de
uma regido do gene RHD para determinar se o0 gene estd presente, pois numerosas
variantes de RHD j& foram descritas, como RHDY¥ e genes hibridos RHD-CE-D. Desta
forma, como o gendtipo é utilizado para a predicdo do fendtipo expressado, um amplo
conhecimento da genética dos grupos sanguineos é absolutamente necessario.

Os primeiros métodos de genotipagem foram realizados mediante o isolamento
direto de DNA fetal de amnidcitos ou de vilosidades coribnicas (COSTA et al.,, 2002).
Entretanto, tal procedimento é de alto custo e por requerer técnicas invasivas de coleta, é de
dificil realizac&o, sendo viabilizado somente em poucos centros. Além disso, esta associado
a um pequeno, mas significante risco de aborto espontaneo (WILSON, 2000). A
amniocentese estad associada a inducdo da hemorragia feto-materna em 17% dos casos
onde esse procedimento € adotado (TABOR et al., 1987) e ao aumento da incidéncia de
imunizacdo gestacional (FINNING et al., 2002). A coleta de amostra vilo-coribnica apresenta
um risco de 3% de hemorragia transplacentaria e esta associada ao aumento do titulo do
anticorpo e perda fetal de aproximadamente 0,3% (MARTINE et al., 2006), além de oferecer

risco de méa formacéao congénita (DENOMME & FERNANDES, 2007).
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Andlise de DNA extraido de tecido da mucosa cervical € minimamente invasiva, mas
a quantidade de DNA fetal recuperada é muito pequena e ha possibilidade de contaminagéo

por DNA materno, contribuindo para uma baixa sensibilidade do teste (LO et al., 1997).

1.9 Genotipagem RHD fetal ndo invasiva

A presenca de 4cido nucléico fetal na circulacdo materna foi estabelecida em 1948,
antes da elucidacdo da estrutura do DNA, mas a primeira descricdo da utilizacdo de uma
PCR em tempo real utilizando DNA fetal livre no plasma materno s6 se deu em 1997 (LO et
al., 1997) e muitos grupos tém avaliado sua eficacia na predicao da heranca do gene RHD.
Todavia, um protocolo Unico sem resultados falsos ou discordantes com a fenotipagem
ainda néo se encontra disponivel (MACHADO et al., 2006).

O alto “turnover” de DNA fetal no plasma materno sugere que o DNA é liberado
continuamente na circulacdo materna e em grandes quantidades. Tem sido aceita a
hip6tese de que a fonte de DNA fetal livre € o sinsiciotrofoblasto. Um trabalho envolvendo
gravidezes anembribnicas (desprovidas de feto, porém com material placentario)
demonstrou que DNA derivado de fetos (isto é, placenta) foi encontrado em tais gestactes
em niveis similares as gestacdes controles com feto de idade similar. Por esta razdo,
acredita-se que a fracdo fetal de DNA livre no plasma materno € derivada de
sinsiciotrofoblastos que sofreram apoptose, e entdo o DNA é fragmentado (AVENT et al.,
2009).

Estudos evidenciaram que o tamanho dos fragmentos de DNA fetal no plasma
materno € de 145 a 201 pb, em contraste com os fragmentos de DNA materno que sdo
consideravelmente maiores (CHAN et al., 2004). Lo e colaboradores (1997) demonstraram
gque a concentracdo de DNA fetal livre no plasma aumenta com o tempo de gestagéo, sendo
que o DNA fetal representa aproximadamente 3,4% a 6,2% de DNA livre no plasma materno
durante o primeiro e terceiro trimestre de gestacao, respectivamente (FINNING et al., 2002).
Todavia, a quantidade de DNA fetal presente no soro materno varia de gestacdo a gestacao
e a cada dia ao longo do periodo gestacional (AVENT et al., 2009). Por outro lado, a relativa
proporcdo de DNA fetal no plasma materno € conhecida por aumentar em certas gestacoes
com complicagdes, incluindo pré-eclampsia, casos onde ha algum tipo de dano placentério e
aneuploidia (ZHOU et al., 2005).

Esforcos para aumentar a proporcdo de DNA fetal comparados com a grande
guantidade de DNA materno tém sido envidados. Para tal, tem sido utilizado o formaldeido

(AVENT et al., 2009) como um fixante para impedir a lise de células maternas durante a
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purificacdo do DNA fetal a partir do plasma materno. Entretanto, seu uso ndo tem tido
reprodutibilidade por diferentes laboratorios.

Gravidezes prévias ndo afetam a eficacia dos testes, como no caso do isolamento de
leucocitos fetais do sangue materno, que permanecem por muitos anos apos a gestacdo
(BIANCHI et al., 1996). O DNA fetal desaparece da circulacdo materna em poucas horas
apos o nascimento, sendo sua meia vida de 16 horas apés cesariana e de 10 a 100 horas
apos parto normal, exceto em casos de doenca hepatica materna (AVENT et al., 2009). Por
outro lado, microquimerismo ou transplante de células fetais nos érgaos linféides ou na
medula 6ssea podem levar a persisténcia de uma pequena quantidade de células nucleadas
na circulacdo materna apos a gestacdo (AVENT et al., 2009).

RNA fetal livre também pode ser encontrado em amostras de plasma materno,
apesar de sua susceptibilidade ao ataque por nucleases. Recentemente, foi descrito que
MRNA expressos em placenta estdo encapsulados dentro de uma vesicula derivada de
sinsiciotrofoblasto e podem ser fonte de RNA em amostras de plasma materno com
aparente resisténcia & RNase. A deteccdo de mRNA no plasma materno, pode, portanto,
permitir a inclusdo dessa fonte de acido nucléico fetal para fins diagnésticos (GUPTA et al.,
2004).

1.9.1 Obtencéo e processamento do plasma materno

Estudos tém demonstrado que a coleta de amostra materna visando a purificacdo de
DNA fetal pode ser realizada a partir da 52 semana de gestacdo (GROOTKERK-TAX et al.,
2006). Entretanto, nesse caso, seria prudente repetir o teste em estagios mais tardios da
gestacao, pois 0 exato estagio em que o DNA fetal atinge um nivel de detec¢éo nao € ainda
conhecido. A maioria dos autores, todavia, trabalhou com amostras de gestantes com idade
gestacional média entre 12,7 a 27,9 semanas para a genotipagem RHD (FINNING et al.,
2008; COSTA et al., 2002; MINON et al., 2008; JOHNSON et al., 2004).

As amostras de sangue periférico das gestantes RhD negativo sdo colhidas em
EDTA e devem ser processadas em até 48 horas, para evitar excesso de DNA materno
decorrente de lise celular. Amostras processadas ap0s esse prazo demonstraram um
reduzido nivel de DNA fetal, provavelmente devido a hemdlise de células maternas com
liberacdo de DNA materno no plasma. O volume de amostra materna coletada varia entre 3
mL e 20 mL, dependendo do protocolo adotado (FINNING et al., 2008; FINNING et al., 2002,
SINGLETON et al. 2000; FINNING et al., 2004; GAUTIER et al., 2005). Todavia, a maioria
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dos autores concorda que é prudente colher mais de 10 mL de sangue materno, devido a
possivel necessidade de repeticdo dos testes (BROJER et al., 2005).

Para o armazenamento do sangue materno colhido poderdo ser utilizados tubos
contendo apenas anticoagulante (EDTA) ou gel separador, que apés centrifugacao separa a
camada de plasma da camada de leucdcitos. Apesar de controverso, estudo realizado por
Brojer e colaboradores (2005) demonstrou que o numero de cépias fetais detectadas nos
tubos contendo a barreira de gel foi inferior ao contido nos tubos sem a barreira de gel
(BROJER et al., 2005).

O processamento da amostra materna envolve uma etapa de centrifugacéo inicial do
sangue materno entre 800 a 3000 g por 10 minutos (MARTINE et al., 2006; LO et al., 1997,
FINNING et al., 2004; GAUTIER et al., 2005; BROJER et al., 2005; ZHOU et al., 2005). Apos
essa etapa, o plasma materno é separado das hemacias, tendo o cuidado de ndao remexer a
camada de leucécitos (“buffy coat”) para ndo contaminar a amostra com DNA materno.
Nessa etapa, o plasma materno pode ser centrifugado entre 2400 g a 13.500 g por 10
minutos, para remover todos os residuos de células intactas. Caso o plasma materno néao
seja prontamente utilizado, podera ser estocado entre -20°C e -30°C (MARTINE et al., 2006;
FINNING et al., 2004; GAUTIER et al., 2005; BROJER et al., 2005; ZHOU et al., 2005).
Entretanto, foi demonstrado que o nimero de cépias de DNA fetal foi maior quando a

purificacdo de DNA fetal foi realizada no plasma fresco (BROJER et al., 2005).

1.9.2 Purificacdo de DNA fetal

A purificacdo do DNA fetal € um processo determinante para o sucesso da
genotipagem fetal. A sensibilidade e a especificidade da técnica estdo fortemente
relacionadas a quantidade de DNA detectado. O DNA fetal pode ser extraido de forma
manual ou automatizada, sendo que essa Ultima permite a purificacdo de uma maior
quantidade de DNA (BROJER et al., 2005).

A grande maioria dos laboratérios utiliza a metodologia de coluna, cuja purificacdo do
DNA é realizada através de membranas de silica (FINNING et al., 2002; COSTA et al., 2002;
MARTINE et al., 2006; MINON et al., 2008; GAUTIER et al., 2005; ZHOU et al., 2005;
ATAMANIUK et al., 2009). Outros, entretanto, utilizam tecnologia baseada em particulas
magnéticas, as quais o acido nucléico se liga, sendo capturado, no final do processo, por
hastes magnetizaveis (MULLER et al., 2008). Miiller e colaboradores (2008) compararam a

gquantidade de DNA fetal extraido por esses dois métodos e demonstraram que maiores
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guantidades de DNA fetal livre foram recuperadas quando o DNA foi extraido com particulas
magnéticas (p < 0,05, n = 660) (MULLER et al., 2008).

Os kits utilizados para a purificacdo do DNA fetal livre no plasma materno sdo
geralmente destinados a purificagdo de DNA gendmico de sangue total, soro ou plasma. Kits
para deteccdo de DNA/RNA viral em fluidos humanos também tém sido utilizados como uma
forma sensivel e especifica de purificacdo de DNA. Recentemente, foi desenvolvido um
método de hibridizacéo e captura magnética utilizando iniciadores (“primers”) de hibridizacéo
especificos para a purificacdo de DNA fetal, o qual apresentou resultados significativamente
melhores que o método de purificacdo de DNA/RNA viral (p<0,05, n=8) (LEGLER et al.,
2009).

Apbés a purificacdo, o DNA pode ser imediatamente utilizado na PCR ou pode ser

estocado a -20°C.

1.9.3 PCR em tempo real na genotipagem RHD fetal

A técnica da PCR (reagdo em cadeia da polimerase) em tempo real permite a
amplificacdo de segmentos de DNA alvo, com grande sensibilidade e especificidade. No
momento da amplificagéo / extensdo do gene alvo ocorre a emisséo de fluorescéncia, que
pode ser detectada e quantificada, permitindo a constante deteccdo e monitoramento dos
produtos de amplificacdo durante toda a reagdo. Essa metodologia oferece algumas
vantagens como simplicidade técnica, rapidez de execuc¢éo, especificidade de amplificacdo
e custo relativamente baixo, com reduzido potencial de contaminagéo, quando comparado
com as PCR convencionais. Todavia, o sucesso da amplificacdo depende da quantidade e
da qualidade do DNA extraido.

Uma PCR basica pode ser subdividida em trés fases: exponencial, linear e final
(platd) (figura 6). Na fase exponencial a sequéncia alvo é duplicada e acumulada a cada
ciclo (assumindo uma eficiéncia da reacdo de 100%). A amplificacdo exponencial ocorre
porque nessa fase ha grande quantidade de reagentes frescos e disponiveis. Desta forma, a
cinética da reacdo contribui para a duplicacdo do “amplicon” (produto de PCR). Na fase
linear, ha uma alta variabilidade, pois com o progresso da reacdo, alguns reagentes séo
consumidos como um resultado da amplificacdo. Nessa fase, as reacBes de amplificacdo
comecam a diminuir e o produto da PCR nado é mais duplicado a cada ciclo. Na fase final

(platd), a reacdo é finalizada e ndo h& mais formacgéo do produto. Todavia, cada tubo ou
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reacdo ir4 atingir um limite maximo em diferentes pontos, devido a diferentes reacdes

cinéticas para cada amostra (www.appliedbiosystems.com).
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Figura 6 - Fases da PCR.
Na primeira fase, o produto da amplificacdo € duplicado e acumulado a cada ciclo. Na

fase linear, as reagfes comecam a diminuir e o produto da PCR ndo é mais duplicado a
cada ciclo. Na fase final, um platd é alcancado com a finalizacdo da reacdo e ndo ha mais

formacédo do produto. Fonte: www.appliedbiosystems.com

Na PCR em tempo real, 0 equipamento calcula dois valores: O “threshold” e o Ct
(“Cycle threshold”). O “threshold” € o nivel de deteccdo onde a reacdo atinge uma
intensidade de fluorescéncia acima da fluorescéncia de fundo. O ciclo da PCR onde a
amostra atinge esse nivel é chamado de Ct (“Cycle Threshold”), conforme apresentado na
figura 7. Através da comparacéo de valores de Ct de amostras de concentracdes diferentes
com uma série de padrfes, a quantidade de DNA alvo pode ser determinada com acuracia.
Em uma PCR ideal, na fase exponencial, a quantidade de DNA é duplicada a cada ciclo.

Sendo assim, uma diferenca de 1 Ct representa uma diferenca de duas vezes na
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concentracdo de DNA. Na maioria dos testes envolvendo DNA fetal, uma cépia de um gene
ird resultar em um valor de Ct de aproximadamente 38 (GROOTKERK-TAX et al., 2006).
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Figura 7- Resultado grafico de uma PCR em temporea |.
O ciclo onde a amostra atinge uma intensidade de fluorescéncia acima do

sinal de fundo é chamado de Ct (“Cycle Threshold”).

A PCR em tempo real pode ser realizada por basicamente trés métodos principais:
Sondas hidrolizaveis, sondas hibridizaveis e agentes ligantes ao DNA. A metodologia mais
amplamente abordada na PCR RHD fetal é a que utliza sondas TagMan (Applied
Biosystems). Essa metodologia € baseada na atividade 5' nuclease da Tag DNA polimerase
para clivar uma sonda de hibridizac&o fluorogénica duplamente marcada, durante a fase de
extensdo da PCR. Nessa metodologia, um dos fluoréforos funciona como um reporter e seu
espectro de emissdo € bloqueado por um segundo fluoréforo (“quencher”). Durante a fase
de extensdo da PCR, a atividade exonucleasica da DNA polimerase cliva a sonda e libera o

fluoroforo reporter, aumentando desta forma o sinal de fluorescéncia (ALIZADEH et al.,
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2002) (figura 8). Durante cada ciclo de PCR, essa fluorescéncia vai aumentando devido ao

acumulo exponencial de fluoroforos.
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Figura 8 — PCR em tempo real usando sonda TagMan®.

O sistema TagMan consiste de uma sonda marcada com um fluoro6foro de alta
energia, chamado de “repdrter”, na extremidade 5 e com um fluoréforo de baixa
energia chamado de “quencher”, na extremidade 3'. Quando essa sonda intacta &
excitada por uma fonte de luz, a emissao da fluorescéncia do “reporter” é suprimida
pelo “guencher” como resultado da proximidade entre eles. Quando a sonda é
clivada pela atividade 5’ nuclease da Tag DNA polimerase, essa distancia aumenta
promovendo a transferéncia de energia. Consequentemente, a emissdo de

fluorescéncia do “reporter” aumenta e a do “quencher” diminui.

Considerando a alta homologia entre os genes RHD e RHCE e a possivel presenca

do RHD pseudogene (RHDY), que podem ser responsaveis por inferéncias errbneas, a

abordagem mais amplamente utilizada no diagnostico RhD fetal utilizando PCR em tempo

real tem sido a analise de duas diferentes regibes do gene RHD, evitando-se

preferencialmente o exon 10, que é frequentemente detectado em individuos portadores do
haplétipo Cde, geralmente associado ao fenétipo D parcial (LEGLER et al., 2009).
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Finning e colaboradores (2008) recomendam a inclusdo do exon 4 ou 5, combinado

com um exon alternativo (7 ou 10) para evitar a incorreta predicdo de fetos RHDY ou RHD-

CE-D°® como RhD positivo (FINNING et al., 2008). Todavia, ndo h& padronizacdo nos

protocolos para amplificacdo do gene RHD, conforme mostrado na tabela abaixo. No

entanto, com o objetivo de aumentar a sensibilidade da técnica, recomenda-se testar a

amostra em duplicata a quadruplicata para o diagnostico RHD fetal (MINON et al., 2008;

GAUTIER et al., 2005; BROJER et al., 2005; MULLER et al., 2008).

Tabela 3 - Exons do gene RHD analisados nas reacfes de PCR em tempo real para

genotipagem RHD fetal.

Exon analisado

Exons 4, 5, 10

Exons 7 e 10

Exons 5e 7

Exon 5

Exon 7

Exon 10

Referéncia

Finning et al., 2004
Zhou et al., 2005

Minon et al., 2008

Brojer et al., 2005
Carbonne et al., 2007

Allen Chan et al., 2006

Finning et al., 2008

Mdller et al., 2008

Grootkerk-Tax, 2006

Atamaniuk et al., 2009

Lo YM et al., 1998
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1.10 Controles e marcadores da genotipagem  RHD fetal

Considerando-se que a concentracdo de DNA fetal livre no plasma materno € muito
pequena, faz-se necessaria a inclusdo de controles e marcadores para verificar se ha
presenca de DNA (controle da amplificacdo) e, especificamente, de DNA fetal na PCR.

Varios estudos utilizam como controle interno da amplificacdo de DNA o gene CCR5
(Universal Chemokine Receptor Gene) (FINNING et al., 2008; WHESTOFF, 2005; MINON et
al., 2008; GAUTIER et al., 2005). Outros genes que podem ser utilizados sdo o GAPDH
(gliceraldeido -3-fosfato desidrogenase) (FINNING et al., 2004; ZHOU et al., 2005), B-globina
(MACHADO et al., 2006; MULLER et al., 2008; CARBONNE et al., 2007), p-actina
(BROJER et al., 2005) ou SOD (Superoéxido dismutase) (COSTA et al., 2002). Quando néo
h&4 amplificacdo do gene controle, os testes ndo serdo validados. Nesse caso, séo
necessarias nova purificacdo de DNA e nova PCR.

Como controle da reacdo de PCR pode se usar amostras de DNA genémico RhD
positivo e RhD negativo (FINNING et al., 2008) ou DNA extraido do plasma de gestantes de
feto RhD positivo (GROOTKERK-TAX et al., 2006; FINNING et al., 2004).

Para verificar se o DNA fetal foi amplificado, utilizam-se marcadores. No caso de
fetos do sexo masculino podera ser amplificado o gene SRY (DANIELS et al., 2004;
FINNING et al., 2002; MINON et al., 2008; FINNING et al., 2004; ZHOU et al., 2005). Finning
e colaboradores (2008), entretanto, determinaram o0 sexo fetal usando sequéncias
especificas de iniciadores relativos a alelos X (cromossomo X) e Y (cromossomo Y) do gene
da amelogenina. Todavia, em casos de fetos do sexo feminino com auséncia de
amplificacdo do gene RHD, pode-se utilizar marcadores de polimorfismo de
insercdo/delecdo bialélica (MILLER et al.,, 2008). Usualmente s&o utilizados 8 a 11
marcadores, altamente polimorficos, que permitem a deteccdo de marcadores paternos no
plasma materno, quando comparados ao DNA de leucdcitos materno. Alternativamente, um
marcador epigenético foi descrito por Allen Chan e colaboradores (2006), que demonstraram
que o promotor do gene supressor de tumor, RASSF1A, é hipermetilado na placenta e
hipometilado em células sanguineas maternas. Desta forma, utilizaram digestdo com enzima
de restricdo sensivel a metilacdo para detectar sequéncias hipermetiladas de RASSF1A no
plasma de gestantes RhD negativo, confirmando a presenca de DNA fetal.

Na pratica clinica, no entanto, marcadores para identificacdo de DNA de origem fetal

nao tém sido utilizados.

23



1.11 Acurécia, sensibilidade e especificidade da ge  notipagem RHD fetal

A acuracia da genotipagem RHD fetal no plasma materno € medida pela comparacao
entre o gendtipo RHD fetal predito e o resultado sorolégico da analise de sangue do cordéo
umbilical do recém-nascido ou por PCR utilizando DNA extraido do liquido amni6tico. A
tabela 4 mostra a concordancia de resultados da genotipagem fetal e fenotipagem do
recém-nascido em varios estudos, empregando diferentes metodologias de PCR em tempo
real. Em uma meta andlise recente, de 37 publicacdes, a acuracia diagnostica total do teste
de genotipagem RHD fetal ndo invasiva foi de 94,8% (GEIFMAN-HOLTZMAN et al., 2006).
Todavia, alguns fatores podem alterar esse valor, como a idade gestacional, a presenca de
alelos RHD variantes, o tempo de armazenamento da amostra materna antes da separacao
do plasma materno, a metodologia de purificacdo de DNA utilizada, etc.

Lo e colaboradores (1998) encontraram resultados completamente concordantes
entre a genotipagem RHD fetal e a analise sorologica, quando foram analisadas amostras
de gestantes no segundo ou terceiro trimestre de gravidez. Todavia, amostras coletadas no
primeiro trimestre apresentaram genétipo RHD negativo para fetos sorologicamente
fenotipados como RhD positivo. Finning e colaboradores (2002) sugerem que, apesar de ser
possivel alcancar a eficdcia da genotipagem RHD no primeiro trimestre, seria prudente
repetir o teste em estagios mais tardios da gestacao.

O tempo de armazenamento da amostra antes do processamento do plasma é
também um fator determinante para a sensibilidade e especificidade do teste. A demora em
separar o plasma da camada leucocitaria materna pode levar a ruptura de células maternas
e contaminagdo do plasma com DNA materno. Sendo assim, o DNA plasmatico ndo devera
exceder 125 ng/mL. Se isso acontecer, indica que as células maternas foram lisadas e a
eficacia do teste pode ser comprometida. Nesse caso, uma nova amostra deve ser obtida
(FINNING et al., 2002).

A etapa de purificacdo do DNA fetal € fundamental para a sensibilidade da
genotipagem fetal no plasma materno, pois auséncia de DNA fetal pode levar a resultados
falso-negativos.

E importante ainda lembrar que os métodos sorolégicos de fenotipagem RhD ao
nascimento também podem falhar. Apés realizar estudo com 563 gestantes, amplificando
segmentos dos exons 4, 5 e 10 do gene RHD, Minon e colaboradores (2008) obtiveram
100% de concordancia (99,8% incluindo um incomum falso-positivo) entre a genotipagem e
a fenotipagem RhD do recém-nascido. Nesse estudo, houve quatro resultados inicialmente
entendidos como discrepantes com o fenétipo do sangue coletado do cordao umbilical.

Entretanto, trés se mostraram concordantes mais tarde, quando o sangue venoso ou células
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bucais do recém-nascido foram utilizados. O Unico caso falso positivo na genotipagem foi
devido a uma causa incomum, um transplante de figado de doador RhD positivo.

Resultados falso-negativos podem ocorrer na auséncia de DNA fetal e por isso séo o
maior desafio para a introducdo desse teste na rotina clinica (ZHOU et al., 2005). Um
resultado falso-negativo pode impedir a administracdo da imunoprofilaxia anti-D em
gestantes com feto RhD positivo, podendo levar a uma potencial aloimunizagcdo, morbidade

e mortalidade da DHPN em subsequentes gestacdes (FINNING et al., 2008).

Tabela 4 - Comparacédo da acuracia (concordancia ent re a genotipagem RHD fetal no
plasma materno com o fenétipo RhD do recém-nascido) , humero de amostras
testadas e exons do gene RHD analisados entre alguns estudos de 2002 a 2009.

Concordancia entre

a genotipagem

Referéncia N° de amostras Regides do gene
- _ _ RHD fetal e
bibliografica testadas RHD analisadas .
fenotipo RhD do
recém-nascido
Costa et al., 2002 106 Nao informado 100%
Finning et al., 2002 137 Exons 4, 5, 6 100%
Brojer et al., 2005 255 Exons 7, 10 e intron 4 100%
Lan Zhou et al., 2005 98 Exons 4, 5, 10 94%
Machado et al., 2006 81 Exon 10, intron 4 97,3%
Minon et al., 2008 563 Exons 4, 5, 10 100%
Mdaller et al., 2008 1113 Exons 5, 7 99,5%
Sesarini et al., 2009 109 Exon 7 86,7%
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1.12 Teste da zigozidade RHD paterna

O teste da zigozidade RHD paterna pode ser realizado para avaliar se o pai RhD
positivo é homozigoto ou heterozigoto para o gene RHD. Esse teste permite a predi¢cdo do
risco de DHPN por anti-D, caso a mée seja RhD negativo e o pai RhD positivo. Se o pai é
homozigoto para o gene RHD, entdo pode-se inferir que o feto ser& RhD positivo, e o risco
de DHPN por anti-D deve ser considerado, ndo sendo necessaria a tipagem fetal. No
entanto, se o pai € heterozigoto para o gene RHD, a probabilidade do feto ser RhD positivo
€ de 50%, e a tipagem fetal deve ser realizada para avaliagdo do risco de DHPN.

O principio do teste é baseado na existéncia de um segmento denominado “Rhesus
box” hibrida, gerado pela delecdo completa do gene RHD. O gene RHD é flanqueado
“upstream” e “downstream” por dois segmentos homadlogos de DNA de cerca de 9000 pb,
denominados de “Rhesus boxes”. Esses segmentos compartilham 98,6% de identidade
(WAGNER et al., 2000) entre si. Na populacéo européia, o fendtipo D negativo geralmente
se deve a uma delecdo completa do gene RHD em decorréncia de um desigual “crossing-
over” entre essas duas “Rhesus boxes”, resultando em uma Unica “Rhesus box” hibrida
(WAGNER et al., 2000; AVENT & REID, 2000). Assim, a deteccdo da “Rhesus box” hibrida
tem sido aplicada para demonstrar a presenca da delecdo RHD, e permite definir se um
individuo RhD positivo € homozigoto (auséncia da Rhesus box hibrida) ou heterozigoto
(presenca da Rhesus box hibrida) para o gene RHD.

O teste de zigozidade RHD baseado na detec¢do da “Rhesus box” hibrida vem
sendo realizada por PCR, usando iniciadores especificos para detectar a sequéncia hibrida,
ou por PCR — RFLP (PERCO et al.,, 2003). Todavia, essas técnicas podem falhar em
individuos com variagfes alélicas do gene RHD.

O teste de zigozidade RHD também pode ser baseado na dosagem paterna do gene
RHD, através de PCR guantitativa em tempo real (CHIU et al., 2003). O principio do teste é
gque individuos heterozigotos para o gene RHD tém uma menor quantidade desse gene e
possuem uma menor relacao entre os genes RHD e RHCE do que individuos homozigotos.
Entretanto, em uma recente publicacdo, foi demonstrado que a dosagem RHD pode levar a
uma interpretacdo errdnea, principalmente em individuos portadores de alelos hibridos
RHCE-D-CE. Nesses casos, pode-se encontrar uma propor¢do muito alta de RHD para
RHCE, tipica para homozigotos RHD (YU et al., 2006). Em individuos afro-americanos é
comum a presenca do RHDW, que pode levar a uma falsa inferéncia de homozigozidade
(SINGLETON et al., 2000). Outro alelo RHD n&o-funcional presente nessa populacdo é

aquele ligado ao (C)ce®, o qual pode ser identificado por seu exon 3, que € um exon hibrido
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composto de uma regido 5 do gene RHD e uma regiao 3' do gene RHCE (FAAS et al.,
1997).

Quando a inferéncia da zigozidade RHD é incorreta, como no caso de “Rhesus
boxes” hibridas variantes, o teste da dosagem RHD pode ser aplicado. Entretanto, segundo
Flegel (2007), ndo ha nenhum laboratério que utilize as duas técnicas. Por isso, os pais
devem ser orientados sobre a limitagcéo da técnica adotada.

P29  smp1 RHCE

4 BN

L

Figura 9 - Formacdo da Rhesus Box hibrida.

Devido a uma delecéo do gene RHD ocorre a formagédo de uma Unica “Rhesus box” hibrida
(indicada pela seta).
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2. Relevancia e Justificativa

Apesar de todos os avangos no acompanhamento de gestantes RhD negativo, a
DHPN ainda ndo foi erradicada. Uma das causas da prevaléncia de DHPN se deve
principalmente a falta de atencdo aos protocolos de imunoprofilaxia anti-D e a espontanea e
indetectada hemorragia feto-materna durante o terceiro trimestre de gravidez. H4 ainda um
alto custo envolvendo o acompanhamento de gestantes RhD negativo, devido a
necessidade de realizagdo de muitos testes laboratoriais e de intervencbes médicas
constantes.

A Federacdo Brasileira das Associacdes de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO)
preconiza que toda gestante RhD negativo ndo aloimunizada receba a imunoprofilaxia anti-D
entre a 282 e 34% semana de gestacdo e no maximo 72 horas poés-parto. Entretanto, a
profilaxia antenatal ndo tem sido realizada devido a premissa de que grande parte de
gestantes RhD negativo estardo gestando fetos RhD negativo, e que, portanto, estariam
recebendo a imunoprofilaxia desnecessariamente. Além disso, possui um custo elevado, o
gue diminui as chances de acesso a essa profilaxia por gestantes de baixa condi¢cédo sécio-
econbmica. Por outro lado, em paises onde a imunoprofilaxia anti-D é aplicada de rotina,
mais de 40% das gestantes RhD negativo recebem a antiglobulina anti-D
desnecessariamente, uma vez que seus fetos sdo RhD negativo.

Nesse contexto, a genotipagem RHD fetal pode causar um grande impacto no
protocolo de atendimento a gestantes RhD negativo, sobretudo aquelas acompanhadas na
rede publica de saude. Caso o feto ndo seja portador do gene RHD, nenhum procedimento
adicional serd necessério e a gestante poderd ser acompanhada como uma gestante
comum e ndo mais de alto risco, como é feito atualmente, reduzindo bastante o nivel de
“stress” da gestante e dos familiares, assim como o custo do acompanhamento pré-natal.
Em contrapartida, caso o feto seja portador do gene RHD, a genotipagem fetal constitui
fonte de diagnéstico precoce de risco de DHPN, permitindo que todos 0s recursos
necessarios a seguranca da gestante e do feto sejam adotados prontamente. Além disso,
permitira a administracdo da profilaxia antenatal, reduzindo ainda mais a chance de
sensibilizacdo materna.

A genotipagem RHD no plasma materno usando PCR em tempo real é de simples
execucao, rapida, sensivel, especifica, e de custo relativamente baixo e vem despontando
como uma importante ferramenta na pratica clinica em varios paises, que ja incluiram o
teste na rotina de atendimento a gestantes RhD negativo. No Brasil, até 0 momento, apenas
um artigo foi publicado (CHINEN et al., 2010) descrevendo o uso da metodologia de PCR

em tempo real na genotipagem RHD fetal. Ainda faltam estudos que demonstrem a
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viabilidade da implantacdo desta ferramenta na rede publica de saude no acompanhamento

de gestantes RhD negativo consideradas de alto risco.

29



3.0bjetivos

3.1 Objetivos gerais

Desenvolver um teste para genotipagem RHD fetal a partir do plasma materno e
avaliar a acuracia da técnica como uma ferramenta nao invasiva na predicdo do fendtipo
RhD fetal.

3.2 Objetivos especificos

1. Estabelecer uma técnica para genotipagem RHD fetal no plasma materno por PCR
em tempo real, usando o sistema “TagMan”.

2. Avaliar a recuperacdo de DNA fetal por deteccdo do gene SRY por PCR em tempo
real, utilizando o sistema “TagMan”.

3. Determinar a zigozidade do gene RHD em amostras paternas, por PCR
convencional.

4. Avaliar a sensibilidade, especificidade e acuracia do teste de genotipagem RHD fetal
e a viabilidade do seu uso na rotina de acompanhamento de gestantes RhD

negativo.
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4. Material e Métodos

A metodologia deste estudo seguiu o fluxograma geral delineado abaixo (figura 10).

A andlise do DNA materno e/ou paterno foi realizada de acordo com a necessidade ou

disponibilidade de amostras (figura 11).

Amostra materna

55 gestantes RhD negativo

v

Plasma
DNA livre
l ; l
PCR em tempo real PCR em tempo PCR em tempo real
para deteccdo do real para deteccéo para deteccdo do
gene albumina q RHD SRY
humana 0 gene gene

Figura 10 - Fluxograma geral da metodologia do estu  do

O plasma materno foi obtido mediante centrifugacdo da amostra materna. O DNA
fetal livre foi extraido a partir do plasma materno e submetido a reacdes de PCR em
tempo real para detecgéo dos genes da albumina humana, RHD e SRY.
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Amostra materna

r T \'—~ Amostra paterna —l

DNA materno Fenotipagem DNA paterno  — Fenotipagem
RhD materna l RhD paterna
PCR multiplex Zigozidade RHD PCR multiplex
para RHD paterna para RHD

Figura 11 - Fluxograma dos testes realizados nas am  ostras materna e paterna

A amostra materna foi submetida a fenotipagem RhD para confirmac¢do do fen6tipo RhD
materno. Quando necessario, foi extraido o DNA materno e realizada a genotipagem RHD
por PCR multiplex. Quando disponivel, foi realizada a PCR para determinacao da zigozidade
RHD paterna e quando necessario, foi extraido o0 DNA paterno e realizada a PCR multiplex

para o gene RHD.

4.1 Populacéo de estudo

Foram colhidos 10 mL de sangue em tubo contendo anticoagulante EDTA de 55
gestantes com fenétipo RhD negativo, com idade gestacional superior a 10 semanas,
atendidas no Ambulatério de Acompanhamento a Gestantes de Alto Risco do Hospital das
Clinicas / UFMG. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, sob o
parecer N °© ETIC 115/07 e todas as gestantes participantes do estudo assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram também colhidos 5 mL de sangue total em
tubo contendo EDTA de 14 pais com fendtipo RhD positivo para o teste de zigozidade RHD

paterna.
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4.2 Célculo amostral do nimero de gestantes RhD neg  ativo

Foi realizado o célculo amostral para determinacdo do niumero de gestantes RhD
negativo necessario para avaliacdo da sensibilidade e especificidade do teste de
genotipagem RHD fetal, de modo que pudessem ser testados tanto fetos RhD positivo
gquanto RhD negativo. O calculo amostral foi baseado no nimero médio de gestantes RhD
negativo atendidas no ambulatério do Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas /
UFMG num periodo de 2 anos, na frequéncia do fenétipo RhD negativo e RhD positivo na

populacdo caucasiana e num erro amostral maximo de 5%.

N= Numero médio de gestantes RhD negativo atendidas no ambulatério do Centro de
Medicina Fetal do Hospital das Clinicas / UFMG num periodo de 2 anos

P= Frequéncia do fenétipo RhD negativo na populag¢éo caucasiana

Q= Frequéncia do fenétipo RhD positivo na populacdo caucasiana

d= Erro amostral méximo permitido (5%)

0=0,05

a/2=0,025

Za/2 = 1,96

NZN/1+(N-1)/PQx(d/ Za/2)*

n=50/1+(49) /0,15 x 0,85 x (0,05 / 1,96)°
n=50/1+49/0,1275 x (0,025)?
n>50/1+ 1,96 x 0,000625
n=50/1+0,001225

n=50/1,001225

n 249,93
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4.3 Fenotipagem RhD materna e paterna

Para a confirmacdo do grupo sanguineo materno e paterno (se disponivel), foi
realizada a fenotipagem ABO/RhD pela metodologia gel teste. Para tal, foi utilizada a cartela
ABO/RhD (Diamed Latino América) contendo anti-D policlonal (figura 12). Foi realizada uma
suspensdo de hemacias a 5% em enzima bromelina, adicionando-se 10 pL do concentrado
de hemécias teste em 200 pL de solucdo de bromelina. Adicionou-se 10 pL dessa
suspensdo em cada um dos microtubos da cartela ABO/RhD, contendo anti-A, anti-B, anti-
AB, anti-D, anti-CDE e controle Rh. A cartela foi centrifugada a 1.000 x g por 10 minutos e
entdo foi realizada a leitura da aglutinacdo obtida. Para confirmag¢do do fenotipo RhD
negativo todas as amostras maternas foram submetidas & pesquisa de D fraco pela
metodologia tubo, utilizando-se soro anti-D blend (IgG + IgM — clones MS26 + TH-28) e soro
da antiglobulina humana poliespecifico (Diamed Latino América). A pesquisa de D fraco em
tubo consistiu na realizacdo de uma suspenséo de hemacias a 5%, adicionando-se 25 L de
concentrado de hemacias em 500 pL de solucéo salina (NaCl 0,9%). Em um tubo de Khan
adicionou-se 50 puL de soro anti-D e em seguida 50 pL da suspensdo de hemacias teste a
5% em salina. Ap6s homogeneizagéo, incubou-se o tubo a 37°C por 15 minutos. A seguir 0
tubo foi lavado trés vezes com solugdo salina para remover o anti-D ndo ligado as hemacias
e foi feita a adicdo do soro da antiglobulina humana (soro de coombs) para promover a
aglutinacéo, caso tenha havido a ligagdo antigeno-anticorpo. Em paralelo, realizou-se a
mesma reacao utilizando-se soro controle Rh do mesmo fabricante do soro anti-D, para
validar a pesquisa de D fraco. A reacgdo foi considerada positiva se houve aglutinagdo no
tubo contendo anti-D e auséncia de aglutinagdo no tubo contendo soro controle Rh e

negativa, se houve auséncia de aglutinacdo em ambos os tubos.

Figura 12 — Figura representativa de uma fenotipage = m RhD em cartela gel teste.

Fenotipagem RhD pela metodologia gel teste de uma amostra do grupo O RhD

negativo.

34



4.4 Preparacdo das amostras

Imediatamente apds a coleta de 10 mL de sangue materno em EDTA, o tubo foi
centrifugado a 2.500 x g por 10 minutos. O plasma materno foi separado do concentrado de
hemacias e novamente centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
distribuido em tubos eppendorf em aliquotas de 400 uL e estocado a -20°C até o momento
da purificacdo do DNA fetal. Foi separada uma aliquota de 1 mL da camada de leucdcitos
para purificacdo de DNA materno. Em caso de coleta de amostra paterna, foi separada uma

aliquota de 1 mL da camada de leucdcitos para purificagdo do DNA paterno.

4.5 Purificagdo do DNA livre no plasma materno

Foram utilizados dois kits comerciais para a purificacdo do DNA fetal livre no plasma
materno. O kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) foi utilizado em 25
amostras e o kit Nucleo Spin Plasma XS (Marchery Nagel, Alemanha) foi utilizado em 30

amostras.

4.5.1 Purificacdo do DNA plasmatico usando o kit QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN)

A purificacdo do DNA foi feita conforme as recomendacdes do fabricante, conforme
descrito a seguir. A uma amostra de 400 pL de plasma materno acrescentou-se 40 uL de
Protease Qiagen e 400 pL do Tampao AL. O tubo foi misturado em agitador e incubado a
56 por 10 minutos. Centrifugou-se brevemente para remover as gotas na tampa do tubo e
adicionou-se 400 pL de etanol (96-100%). Agitou-se por 15 segundos e centrifugou-se
novamente para remover as gotas na tampa do tubo. O contetdo do tubo foi adicionado a
coluna de centrifugacdo contendo um tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se a 11.000 x g por
5 minutos e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacdo foi colocada em novo
tubo coletor e foram adicionados 500 pL do Tampéo AW1 a coluna. Centrifugou-se como
antes e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugac&o foi colocada em novo tubo
coletor e adicionaram-se 500 pL do Tampdo AW2. Centrifugou-se a 15.000 x g por 3
minutos e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacéo foi colocada em um tubo

de 1,5 mL limpo e adicionou-se 50 puL do Tampéo AE. Incubou-se a temperatura ambiente
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por 5 min. e centrifugou-se a 15.000 x g por 5 minutos. A amostra foi estocada a —20°C até

0 momento do uso.

4.5.2 Purificacdo do DNA plasmatico usando o kit N ucleo Spin Plasma XS (Marchery
Nagel)

A purificacdo do DNA foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante,
conforme descrito a seguir. Uma amostra de 240 pL de plasma materno foi transferida para
um tubo de 1,5 mL limpo e adicionou-se 20 pL de proteinase K. Agitou-se e incubou-se a
37°C por 10 minutos e adicionou-se 360 pL do tampao BB. O tubo foi invertido trés vezes,
vortexado por trés segundos e centrifugado brevemente para remover as gotas na tampa do
tubo. O contetdo do tubo foi adicionado a coluna de centrifugacdo contendo um tubo coletor
de 2 mL. Centrifugou-se a 2.000 x g por 1 minuto. Centrifugou-se novamente a 11.000 x g
por 1 minuto e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacao foi colocada em novo
tubo coletor e foram adicionados 500 pL do Tampédo de lavagem WB. Centrifugou-se a
11.000 x g por 1 minuto. A coluna de centrifugacdo foi colocada em novo tubo coletor e
adicionaram-se 250 pL do Tampao de lavagem WB. Centrifugou-se a 11.000 x g por 3
minutos e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacéo foi colocada em um tubo
de 1,5 mL limpo e adicionou-se 20 pL do tamp&o de eluicdo e centrifugou-se a 11.000 x g

por 1 minuto. A amostra foi estocada a —20°C até o momento do uso.

4.6 Purificacdo do DNA materno e paterno

Quando necessério, foi purificado o DNA materno, utilizando o kit comercial QlAamp

DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). A amostra de sangue total foi centrifugada a
2.500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente para a coleta da camada intermediéria
(leucdcitos). Foram coletados 200 uL desta camada, na qual acrescentou-se 20 pL de
Protease Qiagen e 200 pL do Tampao AL. O tubo foi misturado em agitador e incubado a
56T por 10 min. Centrifugou-se brevemente para rem over as gotas na tampa do tubo e
adicionou-se 200 pL de etanol (100%). Agitou-se por 15 segundos e centrifugou-se
novamente para remover as gotas na tampa do tubo. O contetdo do tubo foi adicionado a
Coluna de Centrifugacdo com um tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se a 10.000 x g por 5
minutos e descartou-se o tubo coletor. A Coluna de Centrifugacéo foi colocada em novo
tubo coletor e foram adicionados 500 uL do Tampdo AW1 a coluna. Centrifugou-se como
antes e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacéo foi colocada em novo tubo
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coletor e adicionaram-se 500 pL do Tampdo AW2. Centrifugou-se a 15.000 x g por 3
minutos e descartou-se o tubo coletor. A coluna de centrifugacdo QlAamp foi colocada em
um tubo de 1,5 mL limpo e adicionou-se 200 pL do Tamp&o AE para eluicdo do DNA.
Incubou-se & temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugou-se a 7.000 x g por 3
minutos. Uma aliquota foi retirada para leitura da concentracio do DNA em
espectrofotdbmetro na absorbéancia de A260 e na absorbancia de A280, para determinar o
grau de pureza. A amostra foi estocada a —20°C até o momento do uso. A partir de sangue

total coletado do pai, 0 DNA paterno foi obtido como descrito para o DNA materno.

4.7 PCR em tempo real para o gene da albumina human a

Para a confirmacdo da presenca de DNA na amostra de DNA fetal obtida, todas as
amostras foram submetidas a uma PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan para
deteccdo do gene da albumina humana . A reacdo foi feita em um sistema de PCR em
tempo real (modelo 7300, Applied Biosystems, EUA), utilizando-se o kit TagMan PCR
Master Mix (Applied Biosystems, EUA). Foram utilizados 200 nM dos iniciadores ALB-F (5" —
GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA - 3) e ALB-R (5 -
GGGCATGACAGGTTTTGCAATTGCAATATTA - 3), 100 nM da sonda ALB-P marcada com
FAM (5’ - FAM-TTGTGGGCTGTAATCAT-MGB - 3') e 5 pL da amostra de DNA fetal, com
um volume final de reacdo de 25 pL. Os ciclos de temperatura consistiram de uma fase
inicial a 50°C por 2 minutos, e 95°C por 10 minutos, seguida por 45 ciclos a 95°C por 15

segundos e a 60°C por 1 minuto.

4.8 PCR em tempo real para o gene RHD

Para a determinagdo da presenca do gene RHD, foi desenvolvida uma PCR em
tempo real usando o sistema TagMan para amplificacdo simultdnea de regides dos exons 5
e 7 do gene RHD, consistindo em um produto de 82pb e 75 pb, respectivamente.. As
sequéncias dos iniciadores e sondas, suas concentracdes e localizacfes estdo descritas na
tabela 5. A reacdo foi realizada em um sistema de PCR em tempo real (modelo 7300,
Applied Biosystems, EUA) usando-se o kit TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems,
EUA), 200 nM dos iniciadores EX5F e EX5R, 100 nM da sonda EX5P marcada com FAM
para deteccdo do exon RHD 5, mais 200 nM dos iniciadores EX7F e EX7R e 100 nM da
sonda EX7P marcada com VIC (tabela 5) para detec¢cdo do exon RHD 7, e 5 uL do DNA

fetal, com um volume final da reacdo de 25 pL. Os ciclos de temperatura consistiram de
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uma fase inicial & 50°C por 2 minutos, e a 95°C por 10 minutos, seguida por 45 ciclos a 95°C
por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. Cada amostra foi testada em duplicata. Como
controle positivo e negativo foram utilizadas amostras de DNA gendmico de doadores de
sangue com fenoétipo RhD positivo e negativo, respectivamente, previamente genotipadas
por PCR convencional, em uma concentragdo de 1 ng/ pL. Os resultados da PCR para RHD
s6 foram considerados em amostras que apresentaram amplificacdo prévia do gene da
albumina humana. Amostras com amplificagcdo dos exons RHD com Ct superior a 42 foram

consideradas negativas.

Tabela 5 - Iniciadores e sondas para PCR em tempo r  eal para detectar o gene RHD.

Iniciadores )
Exon Sequéncia (5’ — 3)
e sondas
EX5F 636-CGCCCTCTTCTTGTGGATG-654
RHD Exon 5 EX5R 717-GAACACGGCATTCTTCCTTTC-697
EX5P 656-FAM-TCTGGCCAAGTITCAACTCTGCTCGCT-MGB-681
EX7F 972-CAGCTCCATCATGGGCTACAA-992
RHD Exon 7 EX7R 1046-AGCACCAGCAGCACAATGTAGA-1025

EX7P 997-VIC-AGCTTGCTGGGTCTGCTTGGAGAGATC-MGB-1023

Bases em negrito: distinguem RHD de RHCE.
Bases duplamente sublinhadas: distinguem RHD de RHDWY

4.9 Critérios de interpretacdo da genotipagem RHD f  etal

Foi feita uma busca na literatura da descricdo de alelos RHD variantes, para verificar
se os polimorfismos encontrados nestes alelos coincidiam com as regifes de anelamento
dos iniciadores e sondas dos exons 5 e 7 utilizados na amplificacdo do gene RHD, de modo

que poderiam resultar na ndo amplificacdo da regiao génica testada.
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As tabelas 6 e 7 mostram os alelos RHD variantes que possuem muta¢des nas

regibes de anelamento dos iniciadores e sondas utilizados nesse estudo, cujo fenétipo pode

ser RhD positivo ou negativo.

Tabela 6 — Alelos RHD variantes com mutac¢des localizadas em regides de a

nelamento

dos iniciadores (EX5F: 636-654; EXSR: 697-717) e so nda (EX5P: 656-681) usados na

amplificacdo do exon 5 do gene

Nome
D fraco tipo 4*

D fraco tipo 4.1*

D fraco tipo 16

D fraco tipo 27*

D categoria Va-like
(YH)*

D categoria V tipo VII*
DCs*

DVa-associado (HK)
D categoria llla*

D categoria Va
(Kou.)*

D categoria Va
(Hus.)*

D categoria Va TO

D categoria VI tipo IV

RHD.

Alelo
RHD (T201R,F223V)

RHD (W16C,T201R,F223V)

RHD (W220R)

RHD (P221S)

RHD-CE (5:F223V-V245L)

RHD-CE (5:F223V-G263R)-D
RHD-CE (5:F223V-A226P)-D
RHD (E233K)

RHD (N152T,T201R,F223V)

RHD-CE (5:F223V-E233Q)-D

RHD-CE(5)-D

RHD-CE(5:E233Q-V238M)-D

RHD-CE (2-5)-D

Mutacbes
602C>G, 667T>G, 819G>A

648G>C, 602C>G, 667T>G,
819G>A

658T>C

661C>T

667T>G, 744C>T

667T>G, 787G>A
667T>G, 676G>C
697G>A
455A>C, 602C>G, 667T>G

667T>G, 697G>C

667T>G, 800A>T

697 G>C, 712G>A

CDe
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Nome

DHMii

D categoria VI tipo Ill

D categoria VI tipo |

D categoria VI tipo Il
DCS

D categoria Va (Kou.)
D categoria Va TO

D categoria Va-like
(YH)

D categoria Va (Hus.)
ROHar

RHD pseudogene

RHD (exon 5 variant)

Alelo

RHD-CE (3-5)-D

RHD-CE (3-6)-D

RHD-CE (4-5)-D

RHD-CE (4-6)-D
RHD-CE (5:F223V-A226P)-D
RHD-CE (5:F223V-E233Q)-D
RHD-CE (5:E233Q-V238M)-D

RHD-CE (5:F223V-V245L)-D

RHD-CE(5)-D

RHCE-D(5)-CE

Fonte: http://rhesusbase.atspace.com

Mutacbes

cDE

CDe

cDE

CDe

cDe

Duplicacdo de 37 pb na
juncédo intron3 / exon 4
multiplas  mutagbes com
sentido, codon de teminagéo

no exon 6

Cédon de terminacao

prematuro
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Tabela 7 - Alelos RHD variantes com mutacdes localizadas em regides de a  nelamento

dos iniciadores (EX7F: 972-992, EX7R: 1025-1046) e

na amplificacdo do exon 7 do gene  RHD.

Nome

D fraco tipo 7

D fraco tipo 24

D fraco tipo 30

D categoria IV
tipo 111

D categoria Vb
()

Grande hibrido

Fendtipo RhD fraco ou parcial

Alelo

RHD(G339E)

RHD(L338P)

RHD(E340M)

RHD-CE(6-9)-D

RHD-CE(7-9)-D

Mutacoes

1016G>A

1013T7>C

1018G>A, 1019A>T

Fendtipo RhD negativo

RHD(1-6)-CE(7-10)?

Fonte: http://rhesusbase.atspace.com

sonda (EX7P: 997-1023) usados

Tipo

D fraco

Alelos hibridos

Alelo hibrido

Diante disso, se uma amostra de DNA fetal (em duplicata) apresentou amplificacéo

de apenas um exon do gene RHD, o resultado foi considerado inconclusivo, pois a auséncia

de amplificagdo de um dos exons pode ser devido a diferentes polimorfismos encontrados

em alelos RHD variantes, cujo fen6tipo pode ser tanto RhD positivo (fraco ou parcial) ou

RhD negativo, ndo sendo possivel inferir qual dos dois tipos. Se, no entanto, uma amostra

apresentar amplificacdo de um exon na duplicata e do outro exon, em apenas uma replicata,

o resultado foi considerado positivo.
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Em resumo, o critério de interpretacdo da genotipagem RHD fetal € mostrado na

figura abaixo:

» | DNA fetal | <

/
PCR RHD exon 5/exon7 | | PCR RHD exon 5/exon 7
L I
|

57|57 -
P P Fenaotipo RhD +
I R Fendtipo RhD -

[ - } RHD variante
| 157 |57 Fendtipo inconclusivo|—

Outra combinagéo
de resultados

Figura 13- Critérios de interpretacdo dos resultado s da genotipagem RHD fetal

Se a amostra testada em duplicata apresentar amplificagdo dos exons 5 e 7 do gene RHD,
o fenétipo serd considerado RhD positivo. Se ndo houver amplificagdo em ambos os exons
na duplicata, o fen6tipo RhD serd considerado negativo. Caso ocorra amplificagdo em
apenas um exon, o resultado seré considerado inconclusivo. Se ocorrer amplificacdo de um
exon em pelo menos uma replicata, o resultado sera considerado positivo. Se qualquer outra
combinacdo de resultados ocorrer, nova purificacdo de DNA fetal e nova PCR para RHD

devera ser realizada.

4.10 Avaliacéo do limite minimo de deteccdo da PCR  para o gene RHD

Para avaliar o limite minimo de deteccdo do gene RHD na PCR em tempo real foi
feita uma diluicdo em série (10 X) do DNA obtido a partir de sangue total de uma amostra
com fendtipo RhD positivo. As quantidades de DNA avaliadas na PCR foram de 40 ng a 4
pg de DNA, equivalente ao DNA gendmico de 6.500 células a 0,65 células, considerando-se

gue uma célula eucaridtica possui 6,16 pg de DNA. A figura 14 e a tabela 8 mostram o
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resultado de amplificacdo dessa curva padrdao para os exons 5 e 7 do gene RHD, e as
figuras 15 e 16, os valores do slope e R? obtidos.

Devido ao efeito estocéastico, que pode acontecer para amostras com muito pouco
DNA, como as representadas pelas duplicatas com 4 pg de DNA, foi considerado como 40
pg de DNA o limite minimo de detec¢éo para a PCR RHD, o que corresponde teoricamente
a 13 copias do gene RHD (em homozigose). Até esta concentracdo, a eficiéncia da PCR
para amplificacdo do exon 5 e 7 do gene RHD foi de 109% e 107%, respectivamente, de
acordo com os valores de slope encontrados (-3,12 para o exon 5 e -3,17 para o0 exon 7).
Um slope de -3,32 compreende uma PCR com eficiéncia de 100%, ou seja, em que ha

duplicacdo do material alvo a cada ciclo de amplificacao.

Delta Bn vs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

Delta Rn

1.0e-002

\

123456678 9101112131415161718192021 222324 262627 282930313233 34 353637 38394041 424344 454647 484950

1.0e-003

Cyele Mumber

Figura 14 - Avaliagdo do limite minimo de deteccao do gene RHD na PCR em tempo
real.

Amplificacdo do exon 5 (azul) e 7 (vermelho) do gene RHD de uma amostra RhD positivo
em diluicdo seriada (40 ng, 4 ng, 400 pg, 40 pg e 4 pg de DNA). Os numeros 1-9 se referem

aos valores de Ct para as referidas concentracbes e sdo apresentados na tabela 8.

Baseline: 3-20.
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Tabela 8 - Avaliacdo do limite minimo de deteccdo d o gene RHD na PCR em tempo
real.

DILUICOES | QUANTIDADE DE DNA GENOTIPAGEM RHD (Ct)
Exon 5 Exon 7
1 40 ng 27,52 28,06
2 27,46 27,80
3 4 ng 31,01 31,46
4 30,95 31,22
5 400 pg 33,97 34,57
6 33,32 34,37
7 40 pg 36,83 37,36
8 40,37 38,33
9 4 pg 39,54 39,83

10 - -

Standard Curve

Detector: |RHD exon 5 hd

Slope: -3124882

Intercept: 32 650852

R2: 0997304

Figura 15 — Curva padréo obtida na avaliagcdo do lim ite minimo de deteccdo do gene
RHD (exon 5) na PCR em tempo real.

Para avaliacdo da eficiéncia da PCR foram utilizadas as quatro primeiras diluicdes (40 ng a
40 pg) de DNA de uma amostra RhD positivo. O slope encontrado foi de -3,125 e o R? foi de
0,997.
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Standard Curve

Detector: |HICEN

Slope: 3171717
Intercept: 33124844

Re: 0.997439

-1.60 -1.20 -0.80 -0.40 0 0.40 0.80 1.20 1.60 2

Log CO

Figura 16 — Curva padréo obtida na avaliagcdo do lim ite minimo de deteccdo do gene
RHD (exon 7) na PCR em tempo real.

Para avaliacdo da eficiéncia da PCR foram utilizadas as quatro primeiras diluigbes (40 ng a
40 pg) de DNA de uma amostra RhD positivo. O slope foi de -3,172 e o R*de 0,997.

4.11 PCR em tempo real para deteccdo do gene SRY

Para confirmacdo da recuperacdo de DNA fetal a partir do plasma materno, foi
desenvolvida uma PCR em tempo real usando o sistema TagMan, para deteccdo do gene
SRY, presente em fetos masculinos. A reacao foi feita em um sistema de PCR em tempo
real (modelo 7300, Applied Biosystems, EUA), utilizando-se o kit TagMan PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA). Foram utilizados 200 nM dos iniciadores SRY-F (5-
TCCTCAAAAGAAACCGTGCAT-3’) e SRY-R (5- AGATTAATGGTTGCTAAGGACTGGAT-
3), 100 nM da sonda SRY-P marcada com FAM (5’-FAM-
CACCAGCAGTAACTCCCCACAACCTCTTT-MGB-3"), cujo produto final consistiu de 78 pb,
e 5 yuL da amostra de DNA fetal, com um volume final de reacdo de 25 pL. Os ciclos de
temperatura consistiram de uma fase inicial & 50°C por 2 minutos e & 95°C por 10 minutos,
seguida por 45 ciclos & 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. Amostras com Ct

superior a 45 foram consideradas negativas.
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4.12 Avaliacdo do limite minimo de detec¢do do gen e SRY na PCR em tempo real

Para se avaliar o limite minimo de deteccdo do gene SRY na PCR em tempo real foi
feita uma diluicdo em série (10 X) do DNA obtido a partir de sangue total de um individuo do
sexo masculino. As quantidades de DNA avaliadas na PCR foram de 40 ng a 4 pg. A figura
17 e atabela 9 mostram o resultado de amplificacdo dessa curva padrdo para o gene SRY,

e a figura 18, os valores do slope (-3,41) e R* (0,997) obtidos.

O limite minimo de deteccdo do gene SRY considerado para esta PCR foi de 400 pg,
devido ao efeito estocastico observado nas duplicatas com 40 pg de DNA. Até a
concentracao de 400 pg, a eficiéncia da PCR para amplificacdo do gene SRY foi de 96%, de

acordo com o valor de slope encontrado (-3,41).

Delta Bn vs Cycle
1.0e+001

1.08+000
1-2/713-4,+ |5+

1.0e-001

Delta Bn

1.0e-002

1.0e-003

12345678 9101112131415161718192021 222324252627 28293031323334 353637 38394041 424344454647 484950

Cycle Murmber

Figura 17- Avaliacdo do limite minimo de deteccdo d o gene SRY na PCR em tempo
real.

Amplificacdo do gene SRY de amostras de DNA em diluicdo seriada (40 ng, 4 ng, 400 pg,
40 pg e 4 pg) de um individuo do sexo masculino. Os numeros 1-10 se referem aos valores
de Ct para as referidas concentragdes e sao apresentados na tabela 9. Baseline: 3-30.
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Tabela 9 - Avaliacdo do limite minimo de deteccdo d o0 gene SRY na PCR em tempo

real.
DILUICOES QUANTIDADE DE PCR SRY (Ct)

1 40 ng 35,49
2 35,27
3 4 ng 38,97
4 38,80
5 400 pg 42,08
6 42,38
7 40 pg -

8 49,12
9 4 pg 47,30
10 47,62

“ = Devsetr [5Rr =]

Slope: -3.410645

43 Intercept: 41.710034
Rz 0.997967

-0.40 0 0.40 0.80 1.20 1.60 2

Log CO

Figura 18 — Curva padréo obtida na avaliagdo do lim ite minimo de deteccéo do gene
SRY na PCR em tempo real.

Para avaliacdo da eficiéncia da PCR foram utilizadas as trés primeiras diluicbes (40 ng a
400 pg) de DNA de uma amostra de um individuo do sexo masculino. O slope encontrado foi

de -3,41 e o0 R? foi de 0,997.
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4.13 PCR para determinacdo da zigozidade RHD em amostras paternas

Para a determinacdo da zigozidade RHD de amostras paternas, foi realizada uma
PCR convencional, usando os iniciadores especificos para deteccado da Rhesus box hibrida,
descritos por Perco e colaboradores (2003). Para a PCR, foram usados 100 ng de DNA
gendbmico como molde numa reagédo de 20 yL contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM
KClI, 3,5 mM MgCl,, 200 uM de cada desoxirribonucleotidio trifosfato, 0.5 U de Platinum Taq
DNA Polimerase (Invitrogen, EUA), e 500 nM dos iniciadores rnb31 (5-
GTTTTTTTGTTTGTTTTTGGCGGTGC-3) e ul-s (5-
TGAGCCTATAAAATCCAAAGCAAGTTAG-3). A reacdo foi realizada em termociclador
(PTC-100 MJ Research, USA ou Gradient Thermal Cycler- Biocycler, Reino Unido) usando-

se uma fase inicial de desnaturagdo a 95°C por 10 min., seguindo-se 40 ciclos a 95°C por 20

seg., 64°C por 30 seg., e 68°C por 5 min, com uma fase de extenséo final de 72°C por 5
min. O produto da amplificagdo da PCR (2.778 pb) foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%, em solugcdo-tamp&o eletrolitica TAE 1X (40 mM Tris base, 1 mM EDTA e 0,11
mL acido acético), & uma voltagem de 80V durante 2 h. O gel foi visualizado por coloracao
com Brometo de Etideo (10 pg/mL), sob luz ultravioleta no aparelho Image Master VDC

(Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).

4.14 PCR multiplex para genotipagem RHD de amostras maternas e paternas

Quando necessario, foi realizada a genotipagem RHD materna e/ou paterna para
verificar se era possivel interpretar o resultado da genotipagem RHD fetal, quando esta foi
inconclusiva (amplificacdo de apenas um exon do gene RHD). Para tal, foi realizada uma
PCR multiplex para deteccdo dos exons 3, 4, 5, 7 e 9 do gene RHD, permitindo a deteccéo
de amostras D variantes (MARTINS et al., 2009). A amplificacdo do gene RHD foi realizada
utilizando-se 100 ng de DNA genémico em uma reacdo de 25 pL contendo 1X QIAGEN
Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN Multiplex PCR Kit, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha)
e 2 uM de cada iniciador (Tabela 10) (MAASKANT-VHAN, 1998; SINGLETON et al., 2000).
A PCR foi feita em termociclador (Modelo PTC 100, MJ Research, Watertown, USA), nas
seguintes condi¢cbes de temperatura: uma fase inicial a 95°C por 15 min, seguida por 30
ciclos de 94°C por 30 seg, 60°C por 90 seg e 72°C por 90 seg, com uma fase de extenséo
final de 72°C por 10 min. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 12%, em TBE 1X (45 mM Tris base, 1 mM EDTA e 55,6 mM acido bdrico)
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a 80 V por 2 h e 30 min. O gel foi visualizado por coloragdo com Brometo de Etideo
(10pg/mL), sob luz ultravioleta no aparelho Image Master VDC System (Amersham
Pharmacia Biotech, Suécia).

A fim de evitar resultados falso-positivos para o gene RHD, foi também realizada a
PCR para a identificagdo do pseudogene RHD. Para essa PCR, 100 ng de DNA gendmico
foram usados como molde numa reacdo de 20 puL contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50
mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada desoxirribonucleotidio trifosfato, 0.5 U Taq DNA
Polimerase  (Invitrogen, EUA), e 8 pmol dos iniciadores RHDi3F (5'-
GTGAACCTGGGAGGCAAATG-3) e RHDW4R (5-
AATAAAACCCAGTAAGTTCATGTGG - 3). A reacgdo foi realizada em termociclador
(PTC-100 MJ Research e Gradient Thermal Cycler - Biocycler) usando-se uma fase inicial
de desnaturacdo a 94°C por 5 min., seguindo-se 30 ciclos a 94°C por 45 seg., 58°C por 1
min., e 72°C por 1, com uma fase de extensdo final de 72°C por 7 min. O produto da
amplificacdo da PCR para gene RHDy foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%,
em solucdo-tampdao eletrolitica TAE 1X (40 mM Tris base, 1 mM EDTA e 0,11 mL acido
acético), a uma voltagem de 55V durante 1 h. O gel foi visualizado por coloragcdo com
Brometo de Etideo (10 pug/mL), sob luz ultravioleta no aparelho Image Master VDC System

(Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).

Tabela 10 - Iniciadores usados na PCR multiplex par a detectar os exons 3, 4,5, 7e 9
do gene RHD.

Tamanho
Exon | Iniciadores Sequéncia (5’ — 3)) Posicao do

produto

3 R364 TCGGTGCTGATCTCAGTGGA 364-383 111 pb
R474M ACTGATGACCATCCTCAT GT 455-474

4 R496 CACATGAACATGATGCACA 496-514 126 pb
R621 CAAACTGGGTATCGTTGCTG 602-621

5 R648 GTGGATGTTCTGGCCAAGTT 648-667 157 pb
Rex5AD2 CacCTTGCTGATCTTACC 787-801
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Tamanho

Exon | Iniciadores Sequéncia (5’ — 3)) Posicao do
produto
7 R973 AGCTCCATCATGGGCTACAA 973-992 96 pb
R1068 ATTGCCGGCTCCGACGGTATC 1048-1068
9 Rex9SD2 AACAGGT TTG CTC CTA AAT ATT 1154-1170 71 pb

R1219M AAACTTGGTCATCAAAATATTTAACCT  1193-1219

Bases em negrito: especificas de RHD
Bases sublinhadas (mismatched bases): usadas para aumentar a especificidade do
iniciador.

4.15 — Analise da performance da PCR em tempo real  para a genotipagem RHD fetal e

para a deteccdo do gene SRY

Por comparacdo dos resultados conclusivos da genotipagem RHD fetal com os
resultados do fenotipo RhD dos recém-nascidos, foi feita a determinacéo da sensibilidade,
especificidade, acuracia do teste, valor preditivo negativo e valor preditivo positivo. A mesma
andlise foi feita para o teste da PCR para o gene SRY, comparando-se o resultado da PCR
com o sexo do recém-nascido.

Sensibilidade = Total de resultados positivos na genotipagem RHD / total de recém-
nascidos com fenétipo RhD positivo x 100.

Especificidade = Total de resultados negativos na genotipagem RHD / total de recém-
nascidos com fenétipo RhD negativo x 100.

Acurédcia do teste = Total de resultados da genotipagem RHD fetal concordantes com o
resultado do fendtipo RhD do recém-nascido / total de resultados comparados x 100.

Valor preditivo positivo = Total de recém-nascidos RhD positivo com resultado positivo na
genotipagem RHD / total de resultados positivos na genotipagem RHD fetal x 100

Valor preditivo negativo = Total de recém-nascidos RhD negativo com resultado negativo
na genotipagem RHD / total de resultados negativos na genotipagem RHD fetal x 100.
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5 Resultados

5.1 Caracteristicas gerais da populagéo de estudo

Foram obtidas amostras de plasma de 55 gestantes RhD negativo com idade
gestacional média de 27 semanas. A idade gestacional minima foi de 12 semanas e a
maxima foi de 39 semanas.

A idade média das gestantes participantes do estudo foi de 30 anos, com a idade
minima de 20 anos e a maxima de 42 anos. A paridade média das gestantes foi de duas,
sendo que o numero maximo foi de nove. Um total de 16 (29%) gestantes estavam na
primeira gestacdo, a mesma quantidade na segunda, 8 (15%) na terceira e as 15 (29%)
restantes estavam na quarta gestagéo ou mais.

Vinte e oito (51%) gestantes eram aloimunizadas. Conforme mostrado na figura 19,
0 aloanticorpo mais frequente foi o anti-D, presente em 79% dos casos. O anti-C foi o
segundo aloanticorpo mais frequente, produzido por 43% das gestantes aloimunizadas,
sendo que em todos os casos estava acompanhado do anti-D. Os outros aloanticorpos
encontrados foram o anti-E, o anti-M, o anti-Le” e o anti-Di?, todos com 7% de frequéncia. O
anti-K e o anti-S foram os menos frequentes (4% cada).

Das 39 (71%) gestantes com mais de uma gestacédo, 20 (51%) ja tiveram histdria de
aborto. Destas, oito (40%) tinham o coombs indireto para pesquisa de anticorpos irregulares
negativo. Todavia, 12 (60%) tinham o coombs indireto positivo, sendo que em 10 (83%) o

anti-D estava presente, em uma (8,5%) o anti-S e em outra (8,5%) o anti-Le® (figura 20).

90

79
80

70 - O Anti-D
B Anti-C
O Anti-E
O Anti-K
B Anti-M
O Anti-Dia
W Anti-Leb
O Anti-S

60
50
40
30

Frequéndia relativa (%)

20

10 -

Aloanticorpos

Figura 19 — Frequéncia de aloanticorpos produzidos por gestantes RhD

negativo aloimunizadas.

51



@ Anti-D
® Anti-S

O Anti-Leb

Figura 20 — Frequéncia de aloanticorpos produzidos por gestantes

RhD negativo com historico de aborto.

5.2 Resultados da PCR em tempo real para o gene  RHD e comparacdo com o fenotipo

RhD dos recém-nascidos

Foi realizada PCR em tempo real para genotipagem RHD das amostras de DNA fetal
obtido a partir do plasma materno (figura 21). Os resultados s6 foram considerados se a
amostra mostrou amplificagdo para o gene albumina humana (figura 22). Das 55 amostras
de DNA fetal genotipadas para o gene RHD, 32 (64%) foram RHD positivas, 18 (36%) foram
RHD negativas e cinco (9,1%) foram inconclusivas, devido a amplificagdo de apenas um
exon do gene RHD (quatro amostras amplificaram apenas o exon 7, e uma amostra apenas
o exonb5).

Sete (12,7%) das 55 amostras genotipadas nao puderam ter os resultados da
genotipagem comparados com o fenétipo RhD dos recém-nascidos, pois em cinco casos
(9,1%) néo foi possivel obter a informagdo do fenétipo (ndo houve seguimento de caso) e
em dois casos (3,6%) houve interrupcdo da gestacdo, ndo sendo realizada a fenotipagem
RhD do concepto. Sete (12,7%) das 55 amostras genotipadas ndo puderam ter os
resultados da genotipagem comparados com o fenétipo RhD dos recém-nascidos, pois em
cinco casos (9,1%) nao foi possivel obter a informacéo do fenétipo (ndo houve seguimento
de caso) e em dois casos (3,6%) houve interrupcdo da gestacdo, ndo sendo realizada a
fenotipagem RhD do concepto. Considerando-se ainda que cinco (9,09%) amostras tiveram
resultado inconclusivo, apenas 43 amostras puderam ter o resultado da genotipagem RHD

fetal com o fenétipo RhD do recém-nascido.
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Figura 21- PCR em tempo real para o gene RHD.

Figura representativa de um teste de PCR em tempo real para deteccdo dos exons 5 (azul)
e 7 (vermelho) do gene RHD em amostras de DNA fetal obtido a partir do plasma materno.
(A) Teste de uma amostra de DNA fetal em duplicata, mostrando amplificacdo dos dois
exons (curvas 3, 4, 5 e 6). As curvas 1 e 2 representam a amplificagdo do controle positivo
(DNA de sangue total de um individuo RhD positivo). Como controle negativo foi utilizado
DNA de sangue total de um individuo RhD negativo, além do controle do mix (sem adi¢édo de
DNA). (B) Amostra de DNA fetal, que mostrou amplificacdo apenas para o exon 5. (C)
Amostra de DNA fetal, que mostrou amplificagéo apenas para o exon 7.
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Figura 22- PCR em tempo real para o gene da albumin a humana.

Figura representativa de um teste de PCR em tempo real para deteccéo do gene da
albumina humana em amostras de DNA fetal obtido a partir do plasma materno, para
comprovar a recuperagdo de DNA. As curvas 3, 4 e 5 se referem a 03 amostras de
DNA fetal, mostrando a amplificagdo do gene. As curvas 1 e 2 se referem aos dois
controles positivos (DNA de sangue total de um individuo RhD positivo e de um RhD
negativo, usados como controles na PCR para o gene RHD). Mix sem amostra de

DNA foi usado como controle negativo.
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Tabela 11 — Resultados da PCR RHD fetal e comparacdo com o fenétipo RhD dos

recém-nascidos.

Amostra

1

2 +
3 +
4 +
5 +
6 +
7 +
8 +
9

10

11

12

13

14

Replicatas
Exons RHD
7 5
A A
A A
+ +
+ +
A A
A A
+ +

Fendtipo RhD
inferido do
genatipo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Fendtipo RhD
dos recém-
nascidos

Negativo
N&o houve
seguimento de
caso
N&o houve
seguimento de
caso
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
N&o houve

seguimento de
caso

55



Amostra

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Replicatas

Exons RHD
7 S
+ +
i i
i i
+ +
+ +
+ +
+ -
i i
- +
+ =
+ +
i i
i i
i i
+ +

Fendtipo RhD
inferido do
genatipo

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Inconclusivo
Positivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo

Fendtipo RhD
dos recém-
nascidos

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo
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Amostra

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

Replicatas

Exons RHD
7 S
+ +
i i
i i
+ +
+ +
i i
+ +
+ =
+ +
+ =
+ +
i i
i i
+ =

Fendtipo RhD
inferido do
genatipo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Inconclusivo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo

Inconclusivo

Fendtipo RhD
dos recém-
nascidos

Positivo
Positivo

Gestacado
interrompida

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
N&o houve
seguimento de
caso
Negativo*
Positivo
Positivo
Negativo

Positivo
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Replicatas

Exons RHD
Amostra
5 7 5 7
53 + + + +
54 - - - -
55 + + + +

NI(37): O fendtipo RhD n&o consta na documentagéo do recém-nascido.

Fendtipo RhD
inferido do
genatipo

Positivo

Negativo

Positivo

Fendtipo RhD
dos recém-
nascidos

Gestacédo
interrompida

N&o houve
seguimento de

caso

Positivo

* (48): A analise do DNA da mucosa bucal do recém-nascido confirmou o resultado do

gendtipo fetal como RHD positivo.

A analise dos resultados da genotipagem RHD fetal apresentados na tabela 11
mostra que dos 43 resultados que puderam ser comparados, 42 (97,7%) foram
concordantes com os fenétipos RhD dos recém-nascidos e um foi discordante (tabela 12).
Para esse caso foi coletada amostra da mucosa bucal do recém-nascido e o DNA coletado
foi submetido a PCR para RHD. O resultado da genotipagem RHD do recém-nascido
também foi positivo, indicando que provavelmente houve erro na fenotipagem RhD do
recém-nascido. Desta forma, se for considerado o resultado da genotipagem RHD fetal a

partir de DNA da mucosa bucal do recém-nascido, obtém-se 100% de concordancia entre os

resultados da genotipagem e do fendtipo do RN.

Tabela 12 — Resultados da genotipagem

comparacdo com o fendtipo do recém-nascido.

Resultados que puderam ser comparados com o
fenétipo do recém-nascido

Frequéncia
absoluta

43

RHD fetal utilizando PCR em tempo real e

Frequéncia
relativa (%)

100,0



Resultados concordantes entre a genotipagem 42* 97,7*
RHD fetal e a fenotipagem RhD do recém-nascido

Resultados discordantes entre a genotipagem 1* 2,3*
RHD fetal e a fenotipagem RhD do recém-nascido

* Se for considerado como correto o resultado da fenotipagem RhD do recém-nascido da
mée n° 48 (Tabela 11) .

Conforme a tabela 13, a sensibilidade do teste de genotipagem RHD fetal foi de
100% e a especificidade foi de 94,1%, se for considerado como correto o fenétipo do Unico
resultado discordante (recém-nascido da mae n° 48). Se for considerado como verdadeiro o
resultado da genotipagem RHD do recém-nascido a partir de seu DNA obtido da mucosa
bucal, a especificidade do teste molecular foi de 100%, assim como a acuracia e os valores

preditivos positivo e negativo.

Tabela 13 - Célculo da sensibilidade, especificidad e, acuracia, valor preditivo positivo
e valor preditivo negativo da genotipagem RHD fetal em relagéo ao fenétipo do recém-

nascido.

Fenotipagem RhD dos recém-nascidos

Genotipagem

RHD Positivo Negativo Total
Positivo 26 1* 27
Negativo 0 16 16

Total 26 17 43

Sensibilidade: 100%

Especificidade: 94,1%* / 100% **
Acuracia do teste:  97,7%* / 100%**
Valor preditivo positivo : 96,3%* / 100%**
Valor preditivo negativo:  100%

* Se for considerado que o resultado da fenotipagem RhD do recém-nascido da mée n° 48
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ao nascimento esta correto.

** Se for considerado que o resultado da fenotipagem RhD do recém-nascido da mée n° 48
ao nascimento esta incorreto.

5.3 Resultados das PCR convencional multiplex para 0 gene RHD em amostras
materna e paterna (se disponivel) realizadas para o s casos inconclusivos na

genotipagem RHD fetal

Para tentar inferir o fen6tipo RhD fetal em cinco casos com genotipagem RHD
inconclusiva, em que houve amplificacdo de apenas um dos exons do gene RHD
analisados, foi feita uma PCR multiplex (figura 23) que amplifica cinco regides do gene RHD
(exons 3, 4, 5, 7 e 9), a partir do DNA de sangue total obtido das amostras maternas e
paternas (quando disponivel). Também foi feita, para dois casos, uma PCR convencional
especifica para o gene RHDW¥, uma vez que na genotipagem RHD fetal utilizada nesse
estudo, a amplificacdo do exon 7, com auséncia de amplificacdo do exon 5, pode ser

resultante da presenca do alelo RHDW.

PM P26 P26 M26 M24 CN CP

Figura 23 — Genotipagem RHD materna e paterna por PCR convencional.
PCR multiplex para amplificacdo dos exons 3, 4, 5, 7 e 9 do gene RHD. A figura mostra
uma eletroforese em gel de poliacrilamida corado com brometo de etideo dos produtos da

PCR. P26: Amostra paterna com amplificacdo de todos os exons. M26: amostra materna
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com auséncia de amplificacdo. M24: amostra materna com amplificacdo para os exons 3, 7

e 9. CN: controle negativo. CP: controle positivo. PM: 50 pb DNA ladder (Invitrogen).

Dos cinco resultados da genotipagem RHD fetal inconclusivos, quatro apresentaram
feno6tipo RhD positivo, e um, fenétipo RhD negativo, quando tipados ao nascimento. O Unico
caso RHD fetal inconclusivo pela amplificacdo apenas do exon 5 do gene RHD, apresentou
fendtipo RhD positivo. Todos 0s outros casos com genotipagem inconclusiva apresentaram
amplificacdo apenas do exon 7.

A tabela 14 apresenta os resultados das PCR para os genes RHD e RHDY das
amostras maternas e paternas testadas. Para a amostra n°® 24, o resultado da genotipagem
RHD materna foi concordante com a presenca do alelo RHDY, j4& que ndo houve
amplificacdo dos exons 4 e 5 do gene RHD na PCR multiplex (figura 23). Para a amostra n®
26, o resultado da genotipagem materna demonstrou que o fenétipo RhD negativo materno
se deve a delecdo do gene RHD. Todavia, a amostra paterna apresentou amplificacdo de
todos os exons RHD testados pela PCR RHD convencional (figura 23). Para a amostra n° 27
houve amplificacdo apenas do exon 3 do gene RHD na amostra materna, com a presenca
do alelo RHDW. As amostras n°® 45 e 52 mostraram que o fen6tipo RhD negativo materno
se deve & delecdo do gene RHD. Para os casos n° 24, 27, 45 e 52 né&o foram

disponibilizadas amostras de DNA paterno.

Tabela 14- Resultado das genotipagens RHD materna e paterna (quando disponivel)

realizadas nos casos inconclusivos de genotipagem RHD fetal.
Genotipagem Genoti RHD Genoti RHD
RHD fetal enotipagem enotipagem
materna paterna
Fendtipo
RhD do
recéms- Exons Exons
Amostra
Exon Exon el
5 7
3 457 9% 34 5 7 9 VY
24 - W+ Positvo + - - + + + N&o realizada
26 + - Positivo - - - - - g + + + + + -
27 - + Negatvo + - - - - + N&o realizada
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45 - + Positivo - - - - - N Nao realizada

52 - + Positivo - - - - - N Nao realizada

NR: N3o realizada

Para o Unico caso inconclusivo em que foi possivel genotipar tanto a amostra
materna quanto a paterna, os resultados ndo ajudaram a inferir o fenétipo do recém-nascido.
Assim, a despeito da genotipagem das amostras maternas e paternas, nao foi possivel
inferir o fenotipo do recém-nascido com genotipagem RHD fetal inconclusiva. A descrigéo de
alelos RHD variantes que implicam em fen6tipos RhD positivo ou negativo e a diferenga das
regidbes de anelamento dos iniciadores e sondas usadas na genotipagem RHD fetal em
comparacdo aos iniciadores utilizados na PCR multiplex do gene RHD (tabela 15)
inviabilizam a inferéncia do fenétipo fetal através da analise das amostras parentais, uma
vez que um mesmo polimorfismo pode impedir a amplificacdo de um exon numa PCR, mas

nao na outra.

Tabela 15 — Localizag&o dos iniciadores dos exons 5 e 7 na PCR convencional e em

tempo real para o gene RHD, incluindo a sonda.

RHD EXON 5
PCR RHD em tempo real (82 pb) PCR RHD convencional (157 pb):
EX5F (636-654) R648 (648-667)
EX5P (656-681) Rex5AD2 (787-801)
EXSR (697-717)

gtaaaatgtggttagctggtatcagcttgagagctcggaggggagacgtgacttccccatctaactctaagtgacaaggcetgaga
ctctccagccctaggattctcatccaaaaccectcgaggctcagacctttggagcaggagtgtgattctggccaaccacccetctetg
gcccccag

GCGCCCTCTTCTTGTIGGATGTICTGGCCAAGTT TCAACTCTGCTCTGCTGAGAAGTCC

AATC ERRACEAACARTEEEETETTOAACACCTACTATGCTGTAGCAGTCAG CGTGGT
GACAGCCATCTCAGGGTCATCCTTGGCTCACCCCCAAGGGCAAGATCAGCAANG

gtgagcagggcgctgcccttgggcageacttgggtctaacaggactagcacacatatttatgcccctccccaccccagggcecagegtgggttg
ggagagggcatgccgggtggtggagetgtgectgectctacagtggagctctaggtagaatgctgggtggtcacagtgggectggga

RHD EXON 7
PCR RHD em tempo real (75 pb) PCR RHD convencional (96 pb):
EXT7F (972-992) R973 (973-992)
EX7P (997-1023) R1068 (1048-1068)
EX7R (1025-1046)
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tcatttcaacaaactccccgatgatgtgagtgcacattcaagtctgagaagggcttctttgaggtgagcecttagtgcccatcccccttt
ggtggccccggataccaagggtgtgtgaaaggggtgggtagggaatatgggtctcacctgccaatctgcttataataacacttgtce
cacag

GGGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCCCCACAGCTCCATCATGGGCTAC AACTTCA

GCTTGCTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATIGTGCTCCTCGTGETTG ATACCGT
CGGAGCCGGCAATGGCAT

gtgggtcactgggcttaccccccatccccttaacactccectccaactcaggaagaaatgtgtgcagagtecttagetggggegtgt
gcactcggggccaggtgctcagtaggcttcggtgaatatttgttggcetgatttattcagaaattctgtccageccctaccttggatggat
fta

5.4 Resultados da PCR em tempo real para o gene  SRY e compara¢gdo com o sexo dos
recém-nascidos

Das 47 genotipagens fetais realizadas para o gene SRY, 19 (40,4%) foram positivas
e 28 (59,6%) foram negativas (tabela 16). Quatro (8,5%) das amostras genotipadas nao
puderam ter os resultados comparados com o0 sexo do recém-nascido, pois em trés (6,4%)
casos néo foi possivel obter a informacéo do recém-nascido e em um (2,1%) caso, devido a
uma ma-formacgéo congénita, o sexo do recém-nascido ndo péde ser determinado. Sendo
assim, apenas 43 resultados da genotipagem SRY puderam ser comparados com 0O Sexo
dos recém-nascidos (tabela 17) e utilizados para o célculo da sensibilidade, especificidade e
acuracia do teste molecular. Destes, 42 (97,7%) foram concordantes com o sexo do recém-

nascido e um (2,3%) foi discordante (amostra 40).

Tabela 16 - Resultados da PCR SRY fetal e comparagédo com o sexo dos recém-
nascidos.

Amostra SRY Sexo do recém-nascido
1 Negativo Feminino
2 Positivo N&o houve seguimento de caso
3 Positivo N&o houve seguimento de caso
4 Positivo Masculino
5 Negativo Feminino
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Amostra SRY Sexo do recém-nascido

6 Negativo Feminino
7 Negativo Feminino
8 Positivo Masculino
9 Negativo Feminino
10 Negativo Feminino
11 Negativo Feminino
12 Negativo Feminino
13 Positivo Masculino
14 Negativo Masculino
15 Positivo N&o houve seguimento de caso
16 Positivo Masculino
17 Negativo Feminino
18 Positivo Masculino
19 Negativo Feminino
20 Negativo Feminino
21 Negativo Feminino
22 Positivo Masculino
23 Positivo Masculino
24 Positivo Masculino
25 Positivo Masculino
26 Positivo Masculino

27 Negativo Feminino



Amostra SRY Sexo do recém-nascido

28 Negativo Feminino
29 Negativo Feminino
30 Positivo Masculino
31 Negativo Feminino
32 Negativo Feminino
33 Negativo Indeterminado
33 Negativo Indeterminado
34 Negativo Feminino
35 Positivo Masculino
36 Positivo Masculino
37 Negativo Feminino
38 Negativo Feminino
39 Negativo Feminino
40 Negativo Feminino
41 Positivo Masculino
42 N&o realizado Masculino
43 N&o realizado Masculino
44 Negativo Feminino
45 Negativo Feminino
46 N&o realizado Masculino
47 Negativo Feminino

48 Negativo Feminino



Amostra SRY Sexo do recém-nascido

49 Positivo Masculino

50 Positivo Masculino

Conforme mostrado na tabela abaixo, a sensibilidade da PCR SRY foi de 93,8% e a
especificidade foi de 100%. O valor preditivo positivo foi de 100% e o valor preditivo negativo
foi de 96,4%. A acuracia foi de 97,7%.

Tabela 17 - Sensibilidade, especificidade, acuracia , valor preditivo positivo e valor

preditivo negativo da genotipagem  SRY fetal.

. Sexo dos recém nascidos
Genotipagem

IR Masculino Feminino Total
Positivo 15 0 15
Negativo 1 27 28
Total 16 27 43

Sensibilidade: 93,8%

Especificidade: 100%

Acuracia do teste: 97,7%

Valor preditivo para o sexo masculino : 100%

Valor preditivo para o sexo feminino:  96,4%
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5.5 Resultados dos testes para avaliar a zigozidade = RHD paterna e compara¢ao com o

fenétipo do recém-nascido

Para avaliar a chance do feto ser RhD positivo, foi feito o teste para determinacdo da
zigozidade RHD paterna (gene RHD em homozigose ou heterozigose), o que implica em
100% ou 50%, respectivamente, de chance do feto ser RhD positivo.

Foram testadas 14 amostras para a determinacdo da zigozidade RHD paterna. Oito
amostras (57,1%) apresentaram amplificacdo da Rhesus box hibrida, indicando
heterozigose do gene RHD e seis ndo apresentaram amplificacdo, indicando homozigose
do gene RHD, conforme mostrado na tabela 18. Foi possivel comparar 13 resultados da
zigozidade RHD paterna com o fendtipo RhD do recém-nascido, tendo-se obtido 100% de
concordancia com o fenétipo RhD esperado do recém-nascido quando o pai era homozigoto
para o gene RHD. Todos os filhos dos pais heterozigotos para o gene RHD foram RhD

negativo.

Tabela 18 — Resultado da zigozidade RHD paterna e comparagédo com o fenétipo RhD
do recém-nascido.

Numero da amostra Amplificacéao da Zigozidade RHD Fendtipo RhD do
Rhesus box paterna recém-nascido
hibrida
P2 + Heterozigoto N&o houve

seguimento de caso

P3 - Homozigoto Positivo
P4 - Homozigoto Positivo
P5 + Heterozigoto Negativo
P7 - Homozigoto Positivo
P9 + Heterozigoto Negativo
P12 + Heterozigoto Negativo
P13 + Heterozigoto Negativo
P21 - Homozigoto Positivo
P22 - Homozigoto Positivo
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P23 =5 Heterozigoto Negativo

P26 - Homozigoto Positivo
P28 + Heterozigoto Negativo
P51 + Heterozigoto Negativo
(+) positiva
(-) negativa

5.6 Custo da genotipagem RHD fetal ndo invasiva

Com a finalidade de avaliar a viabilidade financeira da implantacdo da genotipagem
RHD fetal a partir de plasma materno no servigo publico de saude, foi calculado o custo do
teste, levando-se em conta apenas o custo dos reagentes, conforme mostrado abaixo. O
custo da genotipagem RHD fetal por amostra (PCR para albumina humana e PCR para
RHD, em duplicata) ficou em torno de R$ 26,97. Adicionando-se a PCR para SRY, o total
ficou por volta de R$ 32,68.

Tabela 19 — Custo da genotipagem RHD fetal ndo invasiva (dados de mar¢o de 2009).

DESCRICAO DO REAGENTE VALOR VALOR
POR )
REACAO
Kit purificacdo DNA Nucleo Spin Plasma XS (50 extracdes) R$ 561,85 R$ 11,24
Caixa tubo 6ptico 8 strip com 125 unidades R$ 420,00 R$ 0,42
Caixa cap oOptico 300 strips (com 8) R$ 286,00 R$ 0,12
TagMan Universal PCR Master Mix (5 mL) R$ 1.688,75 R$ 4,22
Iniciador EX5F — 19 mer (200 nM) R$ 76,00 R$ 0,02
Iniciador E5R — 21 mer (200 nM) R$ 84,00 R$ 0,02
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Iniciador EX7F - 21 mer (200 nM) R$ 84,00 R$ 0,02
Iniciador EX7R — 22 mer (200 nM) R$ 88,00 R$ 0,02
Iniciador ALB-F — 24 mer (200 nM) R$ 96,00 R$ 0,02
Iniciador ALB-R — 25 mer (200 nM) R$ 100,00 R$ 0,02
Iniciador SRY-F — 21 mer (400 nM) R$ 84,00 R$ 0,04
Iniciador SRY-R — 26 mer (400 nM) R$ 104,00 R$ 0,04
Sonda EX5P (100 nM) R$ 598,57 R$ 0,25
Sonda EX7P (100 nM) R$ 598,57 R$ 0,25
Sonda ALB-P (100 nM) R$ 598,57 R$ 0,25
Sonda SRY-P (350 nM) R$ 598,57 R$ 0,87
Custo da PCR RHD + PCR AL
Purificacdo de DNA R$ 11,24
PCR RHD R$ 5,34/reacdo
PCR ALB R$ 5,05/reacao
Total R$ 26,97
Custo da PCR RHD + PCR ALB +PCR SRY
PCR SRY R$ 5,71/reacao
Total R$ 32,68

69




6 Discussao

A genotipagem RHD fetal ndo invasiva permite a predi¢do do fenétipo RhD do feto a
partir da analise de DNA fetal livre no plasma materno. Essa abordagem fornece uma total
seguranca ao feto e a gestante, ao contrario das genotipagens RHD invasivas. Além disso,
ndo é influenciada por gestacdes prévias, ja que o DNA fetal livre desaparece da circulacao
materna poucas horas ap6s o parto. Todavia, 0 sucesso do teste esta relacionado a
gquantidade de DNA fetal presente na amostra, que em geral € muito baixa, o que pode
causar resultados falso-negativos.

Para as gestantes participantes do presente estudo, a idade média gestacional a
época da coleta de sangue foi de 27 semanas, semelhante a de outros estudos previamente
publicados (FINNING et al., 2008; BROJER et al., 2005; AVENT & REID, 2000). A idade
gestacional minima foi de 12 semanas e mesmo neste periodo precoce foi possivel detectar
a presenca do gene RHD fetal na amostra de plasma materna coletada, evidenciando a
sensibilidade do teste.

A frequéncia de gestantes na primeira gestacao (29%) foi inferior a frequéncia de
gestantes com mais de uma gestacdo (71%). Dentre estas, 51% tinham histérico de aborto
em gestacOes passadas, mostrando uma taxa relativamente alta de abortos. Dentre as
gestantes com histérico de aborto, 40% tinham coombs indireto negativo e 60% tinham
coombs indireto positivo, como resultado de aloimunizag&o. Destas, 83% tinham produzido o
anti-D, o que mostra a alta morbidade associada ao anti-D (MOLLISON et al., 1997) e a
importancia da determinacao precoce do fenotipo RhD fetal, ainda durante a gestacao, para
0 adequado acompanhamento gestacional. Por outro lado, a frequéncia de 40% de
gestantes com histérico de aborto com coombs indireto negativo chama a atencado para a
possibilidade desses resultados serem falso-negativos, possivelmente em virtude da
auséncia do antigeno correspondente nas hemacias utilizadas para a realizacdo do coombs
indireto. Como exemplo, pode-se observar na tabela 19, que dentre os anticorpos
produzidos pelas gestantes aloimunizadas estdo o anti-K e o anti-Di®, anticorpos esses
capazes de causar a doenca hemolitica perinatal, cuja frequéncia dos antigenos
correspondentes (K e Di®) é baixa na maioria das populagées (8,8% e 0,01%,
respectivamente). Por isso, hemacias contendo esses antigenos nem sempre Ssao
disponibilizadas para a realizacdo do teste de coombs indireto em gestantes, levando a
resultados falso-negativos.

O anti-C foi o segundo aloanticorpo mais frequente, sendo que em todos 0s casos

estava acompanhado do anti-D. Esse achado pode estar relacionado a alta frequéncia do
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antigeno C em individuos com fenétipo RhD positivo (em torno de 67%) (COLIN et al.,
1991).

Entre as gestantes aloimunizadas, quatro (14,3%) estavam em sua primeira
gestacdo, quando ndo se espera aloimunizacdo. Todavia, 50% delas tinham recebido
transfusdo sanguinea previamente, sendo que metade delas desenvolveram anti-D e anti-C,
e a outra metade, anti-M. Esse fato leva a observacdo de que mulheres RhD negativo tém
recebido transfusdo de componentes RhD positivo, comprometendo gestacBes futuras.
Provavelmente, esses hemocomponentes foram erroneamente fenotipados como RhD
negativo, ilustrando as discrepancias de fenotipagem causadas pelo antigeno D
(WESTHOFF, 2007). Enfim, o aloanticorpo mais frequente entre as gestantes aloimunizadas
ainda é o anti-D (CORREA, 2004), embora, com a introducdo da imunoprofilaxia anti-D h&
cerca de 40 anos, era de se esperar que a frequéncia de DHPN associada a esse anticorpo
fosse diminuir. Essa realidade sugere que possivelmente as gestantes RhD negativo ndo
estejam sendo apropriadamente acompanhadas, nem recebendo a imunoprofilaxia anti-D
adequadamente. Isto é reforcado pela frequéncia de DHPN relatada no Brasi, que é cerca
de 10 vezes mais elevada que a encontrada na Europa (em 2006, a incidéncia de DHPN por
nascidos vivos foi de 10,5:21.000 no Brasil, contra 1:21.000 na Europa).

Em conjunto, do total de gestantes analisadas, 51% estavam aloimunizadas e 49%
ndo. Para as gestantes aloimunizadas, a introdugdo do teste de genotipagem RHD fetal
ajudaria a definir se seu acompanhamento deveria ser considerado de risco, caso o feto seja
genotipado como RHD positivo, e para as gestantes ndo aloimunizadas, o conhecimento do
genotipo fetal poderia ser utilizado para orientar a necessidade do uso ou ndo da
imunoprofilaxia anti-D, ainda durante a gestacéo.

A frequéncia encontrada de 64% de fetos com fendtipo RhD positivo e 36% com
fendtipo RhD negativo estdo em consonancia com os dados relatados na literatura, que
estdo em torno de 60% para o fendtipo RhD positivo e 40% para o RhD negativo (FINNING
et al., 2008; MARTINE et al., 2006; AVENT & REID, 2000). Considerando-se essa
frequéncia, 64% das gestantes RhD negativo deveriam receber a imuno-profilaxia anti-D
antenatal, caso nao estivessem sensibilizadas, enquanto que 36% poderiam ter sido
consideradas sem risco de DHPN, e feito um pré-natal padrdo, com diminuicdo de
sobrecarga do sistema de salde especializado e economia de recursos.

Neste estudo, a concordancia da genotipagem RHD fetal realizada a partir de DNA
fetal livre no plasma materno com o fendtipo do recém-nascido foi de 97,7%, se
considerarmos que no Unico caso discordante, o resultado da fenotipagem RhD do recém-
nascido estava correto. A concordancia obtida foi similar aos dados de estudos previamente

publicados, conforme mostrado na tabela 4 da introducdo. Todavia, essa concordancia
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poderia ser considerada de 100%, caso a fenotipagem do recém-nascido (amostra n® 48)
fosse considerada incorreta, 0 que parece ser 0 caso, pois o resultado da genotipagem RHD
fetal concordou com o resultado da genotipagem RHD realizada a partir de DNA da mucosa
bucal do recém-nascido, tendo o fendtipo sido inferido como RhD positivo. Esse caso leva a
uma necesséria discussdo sobre as metodologias e os reagentes que tém sido utilizados
para a fenotipagem de recém-nascidos. A partir da investigacdo desse caso, foi possivel
detectar uma possivel falha no processo de fenotipagem de recém-nascidos. Segundo a
resolucédo federal, RDC 153, de 2004, a fenotipagem de todo recém-nascido filho de méae
RhD negativo deve ser levada a fase antiglobulinica, para detectar a presenca do antigeno
D fracamente expresso (www.anvisa.gov.br). Entretanto, o teste do recém-nascido foi
realizado em cartela gel teste (Diamed), apenas a temperatura ambiente, ndo sendo o teste
levado a fase antiglobulinica. Foi utilizado ainda, um reagente que nado detecta o D parcial
mais frequente em caucasianos, o DV' (WESTHOFF, 2004). Essa informacéo, aliada aos
achados da genotipagem RHD do recém-nascido, nos leva a suspeitar que o concepto
possui um fenétipo D fraco ou parcial de baixa densidade antigénica e por isso, a presenca
do antigeno D ndo foi detectada no teste realizado a temperatura ambiente. Ainda h4 a
possibilidade de erro na execucao do teste de fenotipagem do recém-nascido ou de troca de
amostra.

A sensibilidade de 100% para a genotipagem RHD, encontrada nesse estudo, foi
superior & encontrada para a genotipagem RHD fetal a partir de DNA extraido de amnidcitos
(98,7%) (AVENT & REID, 2000). A especificidade de 97,7% (se considerarmos que o
resultado da fenotipagem RhD da amostra n°® 48 estava correta), assim como o valor
preditivo positivo, de 96,3%, sdo menores que 0s reportados para a genotipagem RHD
invasiva (100%). Todavia, se considerarmos como verdadeiro o resultado da genotipagem
RHD do recém-nascido a partir de DNA da mucosa bucal a especificidade do teste foi de
100%, assim como o valor preditivo positivo.

O valor preditivo negativo encontrado para a genotipagem RHD foi de 100%. Esse
valor estd acima daquele atribuido a genotipagem invasiva (96,9%). Esses achados
confirmam, portanto, a genotipagem RHD nao invasiva uma ferramenta bastante atil no
acompanhamento de gestantes RhD negativo. Todavia, seria prudente, em casos de
genotipagem RHD fetal negativa, repetir o teste em estagios mais avancados da gestacao.

O presente estudo ndo apresentou nenhum resultado falso-negativo para a
genotipagem RHD fetal, indicando que a metodologia utilizada é capaz de amplificar o DNA
fetal presente em baixas concentra¢des. Foi encontrado um Unico resultado falso-positivo
para a genotipagem RHD fetal, se considerarmos que a fenotipagem RhD fetal da amostra

n° 48 estava correta, o que é pouco provavel, como ja explicado anteriormente.
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E importante ressaltar que um alto valor preditivo negativo tem uma grande
importancia clinica, pois reflete uma baixa propor¢cédo de falso-negativos, que no caso do
acompanhamento de gestantes RhD negativo, tém uma grande importancia clinica, pois
podem contribuir para o aumento da morbidade da doenca hemolitica perinatal, por
desconsiderarem a necessidade de cuidados necessarios, como por exemplo, da
administragdo da imunoprofilaxia anti-D antenatal e de recomendarem a retirada da gestante
do grupo de gestacdes de risco. Por outro lado, um resultado falso positivo ndo representa
um grande impacto no acompanhamento a gestante RhD negativo, pois nesse caso, a
gestante sera considerada como gestante de alto risco, caso j4 esteja sensibilizada ou
podera receber a imunoprofilaxia anti-D desnecessariamente. Entretanto, essa Ultima
alternativa ndo é amplamente adotada no Brasil. Em suma, simplesmente seria mantido o
protocolo de acompanhamento que é adotado atualmente.

Por ser altamente polimorfico, a analise do gene RHD envolve a pesquisa de mais de
uma regido do gene, pois humerosas variantes RHD ja foram descritas, como RHDY e
genes hibridos RHD-CE-D. Devido a ocorréncia dessas variantes, o fent6tipo RhD do recém-
nascido pode ser positivo ou negativo, dependendo do reagente ou da metodologia utilizada
e do genotipo dos pais. Por isso, no teste desenvolvido neste estudo, se na genotipagem
RHD fetal houve amplificacdo de apenas uma regido do gene RHD, esta foi considerada
inconclusiva, a fim de evitar inferéncias errbneas, que poderdo impactar de forma drastica o
acompanhamento clinico das gestantes RhD negativo. Neste estudo, houve cinco resultados
inconclusos de genotipagem RHD fetal devido a amplificacdo de apenas um exon do gene
RHD, o que implica em uma taxa de 9,09% de resultados inconclusivos. Essa taxa é mais
alta do que as relatadas em estudos realizados no Reino Unido, China e Estados Unidos,
gue variou de 3,4 a 6% (FINNING et al.,, 2008; ATAMANIUK et al., 2009; GEIFMAN-
HOLZMAN et al.,, 2006). Isto provavelmente se deve ao alto nivel de miscigenacéo
encontrada em nosso pais, o que aumenta a frequéncia de alelos RHD variantes, raros em
outros paises (RODRIGUES, 2002). No entanto, esta frequéncia ndo invalida a grande
utilidade do teste na pratica clinica, mesmo em paises com populacdo miscigenada.

Para se tentar entender qual a base genética dos resultados inconclusivos da
genotipagem RHD fetal, foi realizada a andlise de cinco regides do gene RHD em amostras
maternas e paternas, quando disponivel, buscando-se identificar os genes RHDY¥ e RHD
variantes.

O primeiro resultado inconclusivo da genotipagem RHD fetal, observado para a
amostra n°® 24 (tabela 14) foi devido a amplificagdo apenas do exon 7. O fen6tipo do recém-
nascido foi RhD positivo. Quando foi realizada a genotipagem RHD materna, observou-se

amplificagéo dos exons 3, 7 e 9 e auséncia de amplificagdo dos exons 4 e 5 e amplificagéo
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positiva para o pseudogene RHD (RHDW). Esses achados sédo compativeis com a presenca
do alelo RHDY, um alelo ndo funcional, que determina um fenétipo RhD negativo. A
amostra paterna ndo estava disponivel e ndo pbéde ser testada. O fenétipo RhD positivo do
recém-nascido pode ser explicada pela heranga do alelo RHD¥ da mée e de um alelo
variante do pai, que apesar de expressar 0 antigeno D, possui um polimorfismo que impede
sua amplificacdo nas regides de anelamento dos iniciadores e sondas usados para
amplificacdo do exon 5 neste estudo (tabelas 15). Conforme a tabela 6, alguns D variantes,
como o D categoria Va (Kou, Hus. e TO), DCS, D categoria Va-like, e D categoria V tipo VI
possuem um polimorfismo na primeira base 5’ (posi¢cdo 697) da sonda para o exon 5, o que
pode levar a incapacidade de anelamento da sonda e auséncia de deteccdo da
fluorescéncia mesmo havendo amplificacdo durante os ciclos de PCR. Além disso, varios
outros alelos hibridos RHD-CE-D apresentam o fen6tipo D parcial e ndo possuem o0 exon 5
do gene RHD.

O segundo resultado inconclusivo foi encontrado apds a genotipagem RHD fetal da
amostra n° 26, que apresentou auséncia de amplificacdo do exon 7. O fenétipo do recém-
nascido foi RhD positivo. A andlise do DNA materno revelou total auséncia do gene RHD. A
andlise do DNA paterno revelou a presen¢a do gene RHD, com amplificacdo de todos os
exons testados na PCR RHD convencional, e auséncia do RHDY. O teste da zigozidade
demonstrou auséncia de amplificacdo da “Rhesus box” hibrida, indicando homozigozidade
paterna. Considerando-se que o DNA fetal apresentou amplificacdo em apenas um exon,
pode-se supor que um dos alelos paternos, o qual foi transmitido ao filho, seja um alelo RHD
variante, como o hibrido RHD-CE-D ou com polimorfismo de SNP na regido de anelamento
dos iniciadores e/ou sonda do exon 7 para a PCR em tempo real, como descrito na tabela 7,
associados aos fenétipos D fraco ou D parcial. Desta forma, ndo foi possivel inferir o
fendtipo RhD fetal. Além disso, h& a possibilidade de que a amostra colhida ndo seja de fato
paterna.

O caso referente & amostra n° 26, (tabela 14) leva ao questionamento da eficacia do
teste da zigozidade RHD, uma vez que na teoria, sendo o pai considerado homozigoto para
0 gene RHD, considera-se que ha 100% de chance do filho ser RhD positivo e, portanto,
possuir todos os exons do gene RHD. Entretanto, se um dos alelos paternos for um alelo
variante ou um RHDY¥, o recém-nascido podera ter o fenétipo RhD negativo, caso herde o
alelo variante do pai, que resulte na auséncia de expressao do antigeno D (tabelas 6 e 7).

O terceiro resultado inconclusivo (amostra n° 27) na genotipagem fetal foi devido a
amplificacdo apenas do exon 7 (tabela 14). O fendtipo do recém-nascido foi RhD negativo.
A analise do DNA materno revelou a presenca do RHDW¥, com amplificacdo apenas do exon

3. O fendtipo informado do pai foi RhD negativo, porém a amostra paterna ndo foi
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disponibilizada. Considerando-se que a mde ndo apresentou amplificacdo para o exon 7,
conclui-se que o alelo fetal amplificado é de origem paterna. Sendo o pai RhD negativo,
pode-se inferir que possui um alelo RHD hibrido ou o gene RHD¥, explicando a
amplificacdo apenas do exon 7. No primeiro caso, o fen6tipo RhD do recém-nascido poderia
ser D negativo, D fraco ou D parcial, e no segundo caso, D negativo, conforme tabela 6.

Quanto aos outros resultados inconclusivos por amplificagdo Unica do exon 7 do
gene RHD, relativos as amostras n° 45 e 52 (tabela 6) ambas amostras maternas revelaram
auséncia do gene RHD e as amostras paternas nao foram disponibilizadas. Como os recém-
nascidos apresentaram um fenétipo RhD positivo, pode-se inferir que herdaram um alelo
variante do pai, que nao amplifica o exon 5 do gene RHD ou que possui um polimorfismo de
SNP na regido do anelamento dos iniciadores e/ou sonda para o exon 5, mas da origem a
um fendtipo D variante (D fraco ou D parcial), detectado pelo reagente e pela metodologia
utilizada na fenotipagem do recém-nascido.

A analise dos resultados inconclusivos na genotipagem RHD fetal ndo permite inferir
com acuracia o fenétipo RhD fetal. Como pode ser observado na tabela 6, uma amplificacdo
apenas do exon 7 pode estar associada tanto ao fen6tipo RhD positivo quanto ao fenétipo
RhD negativo. Isso comprova que muitos alelos variantes e genes nao-funcionais presentes
em humanos podem levar a inferéncias errébneas (LO et al., 1997), mostrando a importancia
de se avaliar mais de uma regido do gene RHD para sua genotipagem. Assim, diante da
falta de resolucdo desses casos, mesmo se a amostra materna e paterna também estejam
disponiveis para teste de genotipagem RHD, os resultados de genotipagem RHD fetal, com
amplificacdo de um sé exon, devem ser considerados inconclusivos.

Os resultados da zigozidade paterna foram concordantes com o fenétipo dos recém-
nascidos. Entretanto existem alguns estudos que tornam essas técnicas pouco confiaveis
para individuos de descendéncia africana, devido a existéncia de Rhesus box hibridas,
encontradas com frequéncia nesses individuos (WAGNER et al., 2003; MATHESON &
DENOMME, 2002) que podem levar a erros na faixa de 1% (GROOTKERK-TAX et al.,
2005). Esses mesmos estudos relataram ter detectado consideraveis variacbes alélicas
entre as sequéncias upstream e downstream da Rhesus box. Os pesquisadores
encontraram evidéncias de recombina¢cdes entre alelos, conversdo génica, substituicdes
Unicas de nucleotideos, pequenas insercdes e dele¢cdes no segmento das Rhesus box. Além
disso, encontraram quatro diferentes Rhesus box hibridas fora do padréo, indicativas de
delecao do gene RHD, sem que de fato existisse delecdo do gene. Outro fator importante a
ser considerado é que nem sempre a amostra paterna esté disponibilizada para os testes de
zigozidade. Nesse estudo, para 55 amostras maternas colhidas, s6 em 25% delas foi

disponibilizada a amostra paterna. Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade de que
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a amostra coletada supostamente como paterna ndo seja de fato paterna. Alguns protocolos
sugerem que em presenca de homozigozidade RHD paterna, a tipagem RHD fetal n&o seria
necessaria. Todavia, de acordo com as abordagens levantadas acima, é desaconselhavel
gque esse teste faca parte do protocolo de atendimento a gestantes RhD negativo como
determinante para a realizacdo da genotipagem RHD fetal.

A genotipagem para o gene SRY foi desenvolvida neste estudo apenas para
certificar a recuperacdo de DNA fetal em casos de feto do sexo masculino. O teste mostrou-
se menos sensivel que o teste para o0 gene RHD, mas ele ndo é essencial para a
genotipagem RHD fetal, visto que para fetos do sexo feminino este controle de recuperacédo
do DNA fetal esta ausente. Este ainda é um desafio da técnica de genotipagem RHD fetal, e
na pratica clinica, métodos para controle de deteccdo de DNA fetal ndo vém sendo
adotados.

Para a genotipagem SRY foi encontrado um resultado positivo apos amplificacdo do
gene por volta do 43° ciclo. Esse achado levou a consideracdo de que seria necessario
aumentar o numero de ciclos da PCR SRY, de 45 para 50 ciclos e considerar um Ct de até
45 como uma amplificacéo positiva. Observou-se ainda que os resultados dos primeiros 35
testes foram concordantes com o sexo do recém-nascido e que as discordancias
comecaram a ocorrer a partir do 36° teste, contribuindo assim, para uma baixa sensibilidade
do teste, quando comparado com os relatos da literatura (GUPTA et al., 2004; JOHNSON et
al., 2004). Isto pode ter sido devido & queda da qualidade dos iniciadores e/ou sonda, apos
um maior periodo em estoque.

Testes moleculares s&o geralmente considerados como de alto custo para os
gestores de saude publica, que muitas vezes associam inovacdo com grandes
investimentos em equipamentos e insumos. No entanto, a andlise do custo da genotipagem
RHD fetal ndo invasiva revelou que o teste pode ser realizado a um baixo custo (em torno
de R$ 30,00, considerando-se apenas os reagentes). Consta do protocolo de atendimento a
gestantes RhD negativo a solicitacdo de pesquisa de anticorpos irregulares (PAIl), por volta
da 202 semana de gestacao, cujo custo, pela tabela da AMB, esta em torno de R$ 20,00.
Caso a pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) pelo teste indireto da antiglobulina humana
(AGH) seja positiva € realizado o teste para identificacdo do anticorpo irregular, a um custo
de R$ 80,00, em média. Uma vez constatada a presen¢a do anti-D no soro materno, séo
realizados testes de coombs indireto, com a titulacdo do anticorpo, periodicamente, até o
término da gestacao, para acompanhar os niveis do anticorpo durante a gestacdo. O custo
desse teste é de aproximadamente R$ 90,00. Sendo assim, estima-se um custo de
aproximadamente R$ 1.000,00 por gestacdo, apenas com testes laboratoriais. Se

compararmos o custo da genotipagem RHD fetal ndo invasiva com o custo dos testes
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laboratoriais atualmente utilizados para as gestantes RhD negativo, pode-se concluir que é
mais viavel economicamente realizar a genotipagem RHD fetal e definir se o
acompanhamento da gestante RhD negativo deve ser considerado de risco ou néo. Isto traz
grandes vantagens aos servicos publicos de saude, desafogando o0s servicos
especializados, com consequente diminuicdo de custos e de procedimentos médicos e
laboratoriais ao se definir que o feto é também RhD negativo, como aconteceu em 36% dos
casos analisados neste estudo. Para os casos com feto RhD positivo, a conduta pode ser
definida precocemente, trazendo maior beneficio a salude da gestante e do feto, e também
diminuicdo de custos por procedimentos meédicos e laboratoriais que seriam decorrentes de
complicacbes que podem ser evitadas pelo diagnéstico precoce de risco de DHPN.

Face aos resultados obtidos neste estudo, propomos que o fluxograma abaixo (figura

8) seja utilizado para o acompanhamento de gestantes RhD negativo.

Gestante RhD negativo

l

Genotipagem RHD fetal antes da 322 semana de
gestacado

v v

Genotipagem RHD fetal negativa Genotipagem RHD fetal positiva

i l

Repetir a Genotipagem RHD fetal em um
estagio mais avancado da gestacao — Gestacao considerada de risco
A 4 v
Genotipagem RHD fetal negativa Administracdo da imunoprofilaxia
anti-D antenatal

Gestacédo ndo considerada de risco
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Figura 24— Proposta de protocolo de atendimento a g estantes RhD negativo
utilizando a genotipagem RHD fetal como ferramenta diagndstica.

Apo6s confirmar o fen6tipo RhD negativo materno, deve ser realizada a genotipagem
RHD fetal ndo invasiva, entre a 122 e a 322 semana, para inferéncia do fenétipo RhD
fetal. Caso o fendtipo fetal inferido seja D positivo, a imunoprofilaxia anti-D deve ser
administrada e a gestante deve ser incluida no grupo de gestacdes de risco e receber o
acompanhamento médico apropriado. Caso o fenotipo RhD fetal inferido seja negativo,
o0 teste dever ser repetido em um estdgio mais avancado da gestacdo. Caso o resultado
negativo se confirme néo deve ser administrada a imunoprofilaxia anti-D e a gestante

nao deve ser incluida no grupo de gestacdes de risco.

Pelo nosso conhecimento, o estudo de genotipagem RHD fetal a partir de plasma
materno é o segundo realizado no Brasil pela metodologia de PCR em tempo real, sendo
inédito em Minas Gerais. O primeiro estudo brasileiro que descreveu um estudo de
genotipagem RHD fetal a partir do plasma materno em tempo real utilizou como regides de
amplificacdo do gene RHD os exons 7 e 10 (CHINEN e colaboradores, 2010). Todavia,
neste estudo, a interpretacdo da genotipagem RHD fetal considerou que um resultado
positivo em apenas um exon € suficiente para inferir o fen6tipo RhD fetal, o que é uma
pratica arriscada, dada a discussdo dos resultados inconclusivos das PCR RHD fetal
apresentados neste trabalho. Além disso, sabe-se que amplificacdo isolada do exon 10 do
gene RHD pode se tratar de um pseudogene ou D parcial, podendo gerar inferéncia errbnea
do fendtipo RhD fetal (falso-positivo). Enfim, foi possivel utilizar a PCR em tempo real para
predizer o fenétipo RhD fetal, e embora os métodos possam nédo ser perfeitos, eles sédo

viaveis de serem utilizados na pratica clinica como uma ferramenta diagnostica.
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7 Conclusao

Conclui-se que 64% das gestantes RhD negativo gestavam fetos RhD positivos e
deveriam receber a imunoprofilaxia anti-D antenatal, caso ndo estivessem sensibilizadas,
reduzindo as chances de aloimunizagdo materna. Outras 36% das gestantes gestavam fetos
RhD negativo e poderiam ter sido consideradas sem risco, evitando seu desnecessario
acompanhamento em servico médico especializado.

A presenca do anti-D em gestantes na primeira gestacdo com historico de
transfusdes sanguineas prévias demonstra que hemocomponentes RhD positivo estdo
sendo transfundidos em pacientes RhD negativo. Esse fato provavelmente tem ocorrido
devido a fenotipagens RhD erréneas.

A genotipagem RHD fetal ndo invasiva, desenvolvida e analisada neste estudo,
apresentou uma sensibilidade superior aquela apresentada para a genotipagem RHD fetal
invasiva, podendo ser realizada a partir da 122 semana de gestacdo. Por ser uma
metodologia sensivel, de baixo custo e ndo invasiva, o teste da genotipagem RHD fetal a
partir do plasma materno tem grande potencial de uso na pratica clinica, podendo ser
considerada uma importante ferramenta no protocolo de atendimento a gestantes RhD
negativo.

Para garantir a acuracia do teste de genotipagem RHD é fundamental analisar mais

de uma regiao do gene RHD para evitar inferéncias errdbneas do fenotipo RhD fetal.
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