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RESUMO

Introducdo: a anemia fetal, especificamente a causada pela aloimunizacdo
materna pelo fator Rhesus (Rh), € doenca prevalente no Brasil. Atualmente, o
anico tratamento disponivel para essa condicdo € a transfusdo sanguinea
intradtero ou a antecipacdo do parto. O éxito das gestacdes acometidas esta
relacionado, portanto, a estimativa acurada da gravidade da anemia e do volume
de sangue a ser transfundido, além do numero de procedimentos invasivos
realizados. No Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC/UFMG), a classificacdo da anemia fetal baseia-se
no calculo do déficit de hemoglobina, tendo como parametro a curva padrao
publicada por Nicolaides et al. em 1988. Porém, interroga-se se a expressao
matematica publicada poderia ser extrapolada para diversas populacdes, ja que
atualmente se reconhece a influéncia do ambiente e da carga genética nos
parametros bioldgicos individuais. Objetivo: averiguar se a curva padrdo de
normalidade de hemoglobina fetal mostra-se apropriada para uma amostra da
populacao brasileira. Pacientes e métodos: entre janeiro de 2012 e dezembro de
2015, foram avaliadas as hematimetrias do sangue de corddo de 161 fetos néo
anémicos acompanhados no Centro de Medicina Fetal (CEMEFE)/HC. Foram
selecionadas 48 amostras de sangue fetal, cujos valores de hemoglobina foram
comparados aos valores esperados pela de Nicolaides et al., ajustados pela idade
gestacional. Resultados: os valores de hemoglobina encontrados nos fetos
estudados foram significativamente mais dispersos do que o esperado pela curva
padrdo. A inclinacao da reta que representa a hemoglobina dos fetos avaliados é
zero, com intervalo de confianca entre -0,17 e 0,17. A constante de crescimento
de 0,19 (encontrada no estudo original de Nicolaides et al.) ndo pertence ao
intervalo obtido neste trabalho. Discussao e conclusdo: na presente amostra, a
curva de Nicolaides et al. para a hemoglobina fetal ndo se encaixa como modelo
adequado de classificacdo do feto anémico. Acredita-se ser imperiosa a criacao
de uma curva de variacdo da hemoglobina especifica para fetos brasileiros, cujos
dados serdo valiosos para a melhoria da assisténcia obstétrica no Brasil, devendo
estender-se a criacdo de curvas biométricas e de padrdes de evolugdo, que
resultam de complexa amalgama ambiental e genética ainda ndo completamente
compreendida.

Palavras-chave: Anemia fetal. Gestacdo de alto risco. Genética fetal. Populacao
brasileira.



ABSTRACT

Introduction: Fetal anemia caused by Rh isoimmunization is a prevalent disease
in Brazil, determining high impact in public health. Despite the development of
methodologies for monitoring affected fetuses, currently, the only available
treatment is still intrauterine blood transfusion, an invasive procedure associated
with maternal and fetal risks. The success of the affected pregnancy depends
grossly of the effectiveness of the transfusion, with an accurate evaluation of the
severity of the anemia and the expertise of the professionals involved. At the
present time, the classification of fetal anemia at the Fetal Medicine Center of HC /
UFMG is based on the concept of hemoglobin deficit according to gestational age,
from comparing the hemoglobin found in the cord blood of the sick fetus and a
standard curve, published by Nicolaides et al. in 1988. Once it has been designed
previously to several technical and scientific advances, such curve arouses
interest and compels us to delineate this study. We aim to investigate whether it
would be the best classification parameter for Brazilian fetuses, and we are also
moved by the desire to improve our clinical protocol, analyzing if the adopted
references effectively reflect our population demands. This work follows the trend
of contemporary literature, exploring the effects of environmental and genetic
characteristics of diverse populations not only in their phenotype, but also in the
manifestation of diseases. Although obstetrics is an old science, little is known
about the interference of these factors in intrauterine fetal development, and this
reflection is also a purpose of this study. Objective: To investigate if the standard
fetal hemoglobin curve developed by Nicolaides et al. is suitable for a sample of
the brazilian population. Patients and Methods: This is a cross-sectional
observational study of a case series. From January 1% 2012 to the end of
December of 2015, we evaluated the hematological parameters from the blood
cord of 161 non-anemic fetuses followed at CEMEFE / HC and submitted to
cordocentesis. After selection, 48 fetal blood samples were included in this
analysis. The hemoglobin level of each fetus was compared to the expected
values according to the standard curve of Nicolaides. Results: The hemoglobin
levels of our study were significantly more dispersed than expected by the
standard curve. The original equation predicts an increase in hemoglobin during
pregnancy, while in fetuses studied, the values remained almost constant at
around 13.5 g/dl between 23 to 36 weeks of gestation. Regression adjustment
showed that the slope of the line representing the hemoglobin of the evaluated
fetuses is zero, with a confidence interval between -0.17 and 0.17. The growth
constant of 0.19 (found in the original study) is not within the confidence interval
obtained at this research. Discussion and Conclusion: The standard curve of
Nicolaides et al. does not fit as a suitable model for classification and treatment for
anemic fetuses in our population. Therefore, we believe it is imperative to create a
specific hemoglobin curve to Brazilian fetuses. It would be a valuable tool for
improving obstetric assistance in Brazil, and should be extended beyond fetal
hematology, with the inclusion of biometric curves and evolutionary patterns,
which certainly result from a complex environmental, genetic and social blend, not
yet fully understood.

Keywords: Fetal anemia. High-risk pregnancy. Fetal genetics. Brazilian population.
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1 INTRODUCAO

O desejo de tornar-me médica existe desde as minhas mais tenras recordacdes
da infancia. A caminhada até a realizacdo desse sonho € linda e gratificante,
porém acompanhada de renuncias e profundas transformacdes em nossa forma
de viver, de pensar e de nos relacionarmos com o mundo. Demanda que nos
tornemos pessoas verdadeiramente imbuidas da intencdo de modificar o que
podemos e de pelo menos fazer alguma diferenca para o bem nos casos em que
0 curso natural da vida ndo pode ser contido. Acredito sinceramente que o que
move as pesquisas meédicas € a inconformidade natural do ser humano de se
render aquilo de que dispomos. Sempre buscamos ir além. Esse percurso nao
tem fim: quanto mais se descobre, mais é preciso aprender. Mas € gracas a esse
“‘instinto” que a humanidade avanca, que nossa sociedade evolui e que a raca

humana ainda sobrevive.

A “inquietagdo” com a vocagao e com o papel que eu almejava exercer dentro da
Medicina sempre existiu, mas descobrir como aplicid-la de maneira produtiva
demandou-me um trabalhoso movimento. Todas as experiéncias que tive desde o
primeiro dia em que entrei na faculdade moldaram-me em dire¢do a trajetéria
académica, que ao longo do tempo descobri ser uma das atividades que mais me
realizam pessoalmente. A ideia do projeto de mestrado surgiu na época da
conclusao da minha residéncia médica no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), em Ginecologia e Obstetricia, sendo
consolidada quando ingressei na segunda residéncia, em Ultrassonografia
Ginecologica e Obstétrica, na mesma instituicdo. Ao longo desse periodo tive a
oportunidade de participar ativamente das atividades do Centro de Medicina Fetal
(CEMEFE), sob a tutoria de eximios profissionais da area, pessoas que me

inspiraram nessa busca da evolugéo constante.

Ao acompanhar os procedimentos realizados durante a minha formacao, surgiu o
propoésito de avaliar melhor as condutas relacionadas a anemia fetal, doenca que

constitui uma linha de pesquisa tradicional e relevante na histéria do CEMEFE.
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Sua potencial morbimortalidade, a prevaléncia em nosso meio e o desafio que
representa a abordagem dos conceptos acometidos pela doencga justificam, a

NOSSo ver, 0 seu estudo continuo.

A despeito da ampla utilizacdo da ultrassonografia para o seguimento pré-natal, a
utilizacdo de metodologia invasiva ainda é realidade no seguimento de fetos
anémicos. Atualmente, o uUnico tratamento disponivel para essa condicdo € a
transfusdo intradtero (TIU), que envolve riscos maternos e fetais nao
despreziveis. Portanto, quanto menor o nimero de vezes que o procedimento for
realizado, maiores as chances de sucesso da gestacdo (CRAPARO, 2005;
KISERUD, 2005; VAN KAMP et al., 2005), o que demanda estimativa acurada da
gravidade da anemia e do volume de sangue a ser transfundido, além de

expertise dos profissionais envolvidos.

Para classificar e determinar a forma de seguimento dos fetos anémicos em
nossa instituicdo, classicamente utilizamos a comparacao dos nossos dados com
a curva padrao de hemoglobina fetal conforme a idade gestacional, pioneiramente
construida por Nicolaides et al., em 1988. Tal publicacdo cientifica teve grande
repercussao para a comunidade obstétrica, sendo amplamente adotada por
diversas instituicbes mundiais. Até os dias atuais, € a referéncia literaria mais
tradicional em termos de padronizacdo dos valores hematimétricos esperados
com a evolugdo gestacional. Por conseguinte, mantém-se como fundamento dos

protocolos de centros dedicados ao tratamento de doengas fetais.

Por ser um parametro criado previamente a diversos avancos técnicos e
cientificos em Medicina e por ser utilizado de forma tdo “unanime”, a curva padrao
de Nicolaides desperta interesse e impele a realizacdo deste estudo. Somos
também motivados pelo anseio de aprimorar nossos protocolos assistenciais,
especialmente os que envolvem procedimentos maternos e fetais invasivos. A
revisao de resultados e atualizacdo de condutas € primordial a qualquer servico, e
ponderar se as referéncias adotadas refletem efetivamente nossas demandas
populacionais configura pratica fundamental dessa premissa. Seria uma curva de
normalidade estabelecida h4 quase 30 anos e baseada em fetos de uma

populacao europeia homogénea adequada a nossa populacéo?
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A pretensdo deste projeto vai ao encontro da literatura médica contemporanea,
que se empenha na avaliacdo da influéncia do ambiente e da carga genética das
diversas populacdes, ndo apenas em seu fenotipo, mas também na manifestacéo
de diversas doencas. Destaca-se a chamada “medicina personalizada”, em que o
objetivo maior é individualizar, em detrimento da utilizacdo de valores e conceitos
universais. Ainda que a Obstetricia seja uma ciéncia antiga, ainda ha muito a ser
explorado: pouco se sabe sobre a real interferéncia da modulacdo genética e dos
fatores ligados ao ambiente e ao status socioeconémico sobre o desenvolvimento

fetal intrautero.

Em um pais como o Brasil, essa tematica reveste-se de especial importancia:
somos 0 maior pais da América Latina, com populacao superior a 200 milhdes de
pessoas. De acordo com o ultimo censo, 43,1% da populagdo se intitula
miscigenada, configurando a maior populacao inter-racial no mundo (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2010). Portanto, estudar
a hematimetria dos nossos fetos pode fornecer informacdes relevantes que
traduzem elementos de diferentes etnias dentro de uma Unica sociedade e podem

modificar nossas condutas pré-natais.

Ao elaborar o presente estudo, esperamos contribuir para o conhecimento sobre
as particularidades das gestacoes e dos fetos da populacdo brasileira, além de

estimular a realizacdo de novas pesquisas voltadas para esse intento.

De acordo com 0 nosso conhecimento, ndo existem, até o momento, estudos
publicados que explorem as particularidades da concentracdo da hemoglobina de
fetos brasileiros ao longo da gestacdo, bem como trabalhos que constatem a
acuracia da curva original de Nicolaides para distintas populagdes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia e fisiopatologia das alteragcdes hematimétricas fetais

Entre as possiveis alteracdes hematimétricas fetais que demandam propedéutica
e tratamento, a anemia €, indubitavelmente, a mais prevalente. Classicamente, a
doenca é dividida em duas entidades, com base na etiologia: imune (relacionada
a anemia fetal secundaria a aloimunizacdo materna a antigenos de hemécias); e
nao imune (outras causas) (CALLEN, 2009).

Ainda que existam diversas circunstancias descritas como causadoras dessa
condigdo, a anemia hemolitica secundéaria a aloimunizacdo Rh materna ainda € a
etiologia predominante, especialmente em paises subdesenvolvidos (BERRY et
al., 2013) . Sua incidéncia estimada é de seis casos para cada 1.000 nascidos
vivos, com significativas implicacdes em termos de saude publica
(PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS, 2013).

De forma sumaria, a fisiopatologia da doenca inicia-se a partir do contato entre
hemécias maternas e antigenos eritrocitarios fetais de origem paterna, o que pode
resultar na formacdo de anticorpos contra tais antigenos, caracterizando a
aloimunizacdo materna (MARI et al., 2000). A passagem transplacentaria desses
anticorpos maternos para a circulacao fetal, essencialmente os da classe IgG, que
se ligam a superficie das heméacias, pode ocasionar hemalise, com subsequente
anemia fetal. Como consequéncia, ocorre a estimulacdo compensatoria da
hematopoiese medular e extramedular fetal (MOISE JR., 2002) e, por esse
motivo, detectam-se hemacias jovens (denominadas eritroblastos) na circulacdo
periférica. Todo esse processo caracteriza a doenca hemolitica perinatal (DHPN),
no passado denominada eritroblastose fetal.

Com a progressdo da anemia, o feto apresenta graus crescentes de
acometimento e manifestacdes clinicas, que vao desde a hepatoesplenomegalia

pelo efeito da eritropoiese extramedular, a insuficiéncia cardiaca secundaria ao
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hiperdinamismo circulatério condicionado pela anemia até, num estagio final, a
perda progressiva de fluidos para o terceiro espaco devido a reducdo da
osmolaridade intravascular, culminando em grave hidropisia. Se nao houver
intervencdes que impecam tal progresséo, a morte fetal € inevitavel (SANTIAGO
et al., 2010).

A sensibilizacdo materna por antigenos fetais pode ocorrer em diversas situacdes
clinicas, predominando as de origem obstétrica, como abortamento, gravidez
ectopica, doenca trofoblastica gestacional, corangioma placentario, hemorragias
da segunda metade da gestacdo, parto e procedimentos obstétricos invasivos.
Bowman, Pollack e Penston (1986) relataram que o principal mecanismo de
sensibilizacdo € a hemorragia feto-materna (HFM) espontanea, que pode ocorrer
em até 75% das gestacdes, mesmo que em pequena monta. Comprovou-se que
0 extravasamento de volumes inferiores a 0,1 mL de sangue fetal para a
circulacdo materna é suficiente para desencadear a doenca e que a frequéncia e
0 volume desses extravasamentos aumentam ao longo da gestacao (MOISE JR.,
2002). A HFM esta presente em aproximadamente 3% das pacientes do primeiro
trimestre, alcanca 15% no segundo trimestre e aumenta para 45% ao final do
terceiro trimestre. No momento do parto, registra-se HFM em até 64% dos casos
(SHMIDT; CORREA JR.; LOURES, 2010). Estima-se, ainda, que 55-80% das
pacientes desenvolvam a chamada “sensibilizacdo silenciosa”, que ocorre na
auséncia de qualquer evento de risco identificavel que pudesse demandar o uso
imediato da imunoglobulina antiD (CHILCOTT et al., 2003).

No contexto epidemiologico, sabe-se que cerca de 10% das mulheres
aloimunizadas terdo fetos acometidos por anemia hemolitica grave, demandando
tratamento intradtero ou até mesmo interrupcdo pré-termo da gestacao
(URBANIAK, 2008). Apesar de a forma grave da doenca incidir sobre uma parcela
relativamente pequena de fetos, em numeros absolutos ela ainda representa um
desafio a saude publica de paises como o Brasil, marcado por sérias fragilidades
relacionadas ao acesso a saude, a qualidade e oferta de cuidados pré-natais
adequados. O fornecimento aquém do ideal da imunoglobulina antiD passa por

questbes de estrutura e financiamento do sistema de salde até a néo
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administragao ou administragéo inadequada da mesma, por falha da assisténcia
médica (BERRY et al., 2013; SHMIDT; CORREA JR.; LOURES, 2010).

Mesmo em paises desenvolvidos, a anemia fetal continua sendo um problema
significativo. A introducdo da imunoglobulina anti-Rhesus (Rh) em 1968 reduziu
de forma consideravel a incidéncia de aloimunizacdo mas, em vista disso, outros
aloanticorpos ganharam importancia. Consistem em anticorpos contra antigenos
eritrocitarios “ndo D” (c, C, e, E) e anticorpos atipicos ou irregulares (ex.: antiKell,
antiKidd e antiDuffy), também capazes de causar aloimunizagdo materna e para
0S quais nao existe imunoprofilaxia efetiva (BERRY et al., 2013; MARI et al.,
2015).

A etiologia ndo obstétrica predominante de aloimunizacdo é a transfusdo de
sangue incompativel — por hemoterapia ou compartiihamento de seringas entre
usuarias de drogas endovenosas (CABRAL, 2002). Juntam-se as causas
imunologicas outras diversas origens ndo imunes de anemia fetal, notadamente
as alteracbes cromossdmicas, cardiopatias, desordens metabdlicas, condi¢des
genéticas - como as talassemias - e a transfusdo feto-fetal em gestacdes
gemelares. Tumores vasculares e malformacdes arteriovenosas placentarias

também podem desencadear essa condicdo (MARI et al., 2015).

Outra circunstancia relevante que pode desencadear a anemia fetal € a infec¢céo
materna durante a gestacdo. Doencas infecciosas virais, bacterianas e
parasitarias ja foram associadas a essa afec¢do. Entre elas, a infeccdo pelo
parvovirus B19 é a que apresenta maior incidéncia, sendo responsavel por 10-
27% das hidropisias fetais ndo imunes, com mortalidade que pode variar de 0 a
9% (von KAISENBERG; JONAT, 2001; XU et al., 2003). O virus tem tropismo
pelas células progenitoras eritroblasticas e afeta o estagio final de maturacao
eritrocitaria, causando tanto hemdlise quanto aplasia medular de células
vermelhas. A maioria dos episddios de anemia é transitoria, mas ha descricao de
casos graves em que a transfusao intradtero se faz necessaria para que o feto

suporte o periodo de crise medular aplasica (MARI et al., 2015).
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A despeito de todos os avancos da Medicina, atualmente o Unico tratamento
disponivel para a anemia fetal é a transfus@o sanguinea intrauterina, que pode ser
realizada através da puncdo direta do corddo umbilical ou por injecdo
intraperitoneal de sangue O Rh negativo, compativel com o sangue materno apés
prova cruzada. Ambos sao procedimentos invasivos, com risco de complicagbes
como hemorragia e/ou trombose de corddo, amniorrexe prematura, trabalho de
parto pré-termo, corioamnionite e até a morte fetal, que ocorre em 1-5% dos
casos, dependendo do centro de referéncia e da gravidade da anemia (MOISE
JR., 2002; PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS, 2013). Além disso, HFM ou
aloimunizacdo para novos anticorpos podem ocorrer apds repetidos
procedimentos (PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS, 2013).

Assim sendo, o tratamento deve ser realizado mediante planejamento adequado,
consentimento assinado dos responsaveis e apls estimativa acurada da
gravidade da anemia e do volume de sangue a ser transfundido. O volume de
hemacias para transfusao é calculado com base em uma féormula que incorpora o
hematdcrito inicial, o volume fetoplacentario e o hematdécrito do sangue contido na
bolsa, de forma que o hematécrito fetal pds-transfusional atinja 40-50%, o que
propicia maior intervalo de tempo até que haja demanda por um novo
procedimento. Em fetos gravemente anémicos, recomenda-se que o hematdcrito
final ndo ultrapasse quatro vezes o valor inicial, ja que, nesses casos, pode haver
sobrecarga cardiovascular a ponto de o feto ndo conseguir compensar as
modificacdes agudas de volume e viscosidade sanguinea, evoluindo para 0bito
por insuficiéncia cardiaca (PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS, 2013). E
importante ressaltar que, devido aos riscos mencionados, quanto menor numero
de vezes o procedimento for realizado e com a maior precisdo possivel, maiores
as chances de sucesso da gestacdo (CRAPARO, 2005; KISERUD, 2005; VAN
KAMP et al., 2005).

Em relacdo as consequéncias da anemia fetal em longo prazo, paralisia cerebral
e retardo de desenvolvimento sédo mais comuns em fetos acometidos pela DHPN,
se comparados a fetos ndo acometidos. Porém, em mais de 90% dos casos o
desenvolvimento neuropsicomotor é considerado normal (JANSSENS et al,

1997). No estudo Long-term follow-up after intra-uterine transfusions (LOTUS),
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publicado em 2012, foi avaliada a incidéncia global de comprometimento do
desenvolvimento neurolégico em criangcas com histérico de anemia fetal imune
submetidas a TIU. Esse termo genérico incluiu como desfechos a paralisia
cerebral, o atraso cognitivo grave, a surdez bilateral e/ou a cegueira bilateral,
sendo observada incidéncia de 4,8%. Entre os diversos possiveis fatores de risco
ligados a doenca, destacam-se a gravidade da anemia, o niumero de transfusdes
realizadas e a idade gestacional do parto, porém o histérico de hidropisia fetal foi
o mais forte preditor para desfechos neuroldgicos negativos. O exato mecanismo
de lesé@o cerebral ainda néo foi elucidado, mas acredita-se que decorra da injuria
hipdxica relacionada a anemia grave (LINDENBURG et al., 2012).

Tendo em vista as razdes explicitadas, a criacdo de métodos mais acurados para
o diagnostico, seguimento e tratamento da anemia fetal ainda se mostra
imprescindivel (CABRAL et al. 2008; MARI, 2005).

2.2 Métodos para propedéutica, classificacdo e seguimento clinico dos fetos

anémicos

A primeira metodologia invasiva para avaliacdo do grau de comprometimento do
feto anémico foi descrita por Bevis, em 1956, ao propor a realizacdo de
amniocentese para subsequente analise do teor de bilirrubina no liquido amniético
(BEVIS, 1956). O preceito basico de sua proposicao é a relacdo direta entre a
taxa de hemdlise e a liberacdo, na circulagéo fetal, de produtos do metabolismo
da hemoglobina. Como forma de depuracdo desses produtos, ocorre aumento da
excrecao renal de bilirrubina conjugada pelo feto. Esse metabdlito promove a
modificacdo da cor limpida do liquido amniotico para uma coloracdo amarelada,

de intensidade proporcional ao comprometimento hematologico.

A técnica utilizada para determinar a concentracdo de bilirrubina no liquido
amnidtico € a espectrofotometria. A partir de um dispositivo denominado
espectrofotometro, estuda-se a intensidade do desvio Optico de um feixe de luz ao
atravessar um meio liquido. Quanto maior a concentracdo de bilirrubina no meio,

maior o desvio do feixe em relacdo ao seu angulo de incidéncia, o que o torna,
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portanto, indicador indireto da dimensdo da hemdlise e, consequentemente, da
anemia fetal (MOISE JR., 2002).

A curva de referéncia para analise dos resultados obtidos por essa técnica foi
introduzida por Liley (1961), para fetos com idade gestacional superior a 27
semanas, apresentando trés zonas que se distinguem pela intensidade da

variacdo da densidade Optica do liquido amnidtico a andlise espectrofotométrica.

Tal curva foi posteriormente modificada por Robertson (1966), que propds a
classificacdo dos resultados em cinco zonas distintas de gravidade, mas manteve
o principio determinado pelos autores que o precederam. Por fim, Queenan et al.
(1993) propuseram um refinamento da curva original, incluindo valores de
referéncia para uma faixa de idade gestacional mais ampla, entre 14 e 40

semanas.

Atualmente, esses trabalhos tém apenas significancia histérica, ja que métodos
mais acurados e seguros foram desenvolvidos ao longo do tempo. A realizagao
de amniocentese exclusivamente para propedéutica da anemia fetal é
desaconselhada, exceto nos raros casos em que a ultrassonografia com doppler
ou a cordocentese ndo estejam disponiveis (MARI et al., 2015).

No que diz respeito a classificacdo da gravidade da anemia fetal, o primeiro
critério foi proposto por Nicolaides et al. (1988), a partir da introducédo do conceito
de déficit de hemoglobina, que se baseia no célculo da diferenca entre a
hemoglobina esperada para a idade gestacional e a hemoglobina encontrada na
analise do sangue obtido por cordocentese. Correlacionando seus achados
laboratoriais com evidéncias clinicas e ultrassonograficas, o0s autores
consideraram fetos com déficit de hemoglobina superior a 7 g/dL como anémicos

graves, com elevado risco de hidropisia.

Um segundo método de classificacdo foi publicado por Bahado-Singh et al.
(1998). O objetivo primario dos autores era averiguar se a medida da
circunferéncia esplénica fetal a ultrassonografia apresentava-se como um preditor

sensivel de anemia, levando em conta o fato de esse ser um dos principais
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orgdos envolvidos na eritropoiese extramedular intradtero. Neste estudo, os
valores normais esperados para a circunferéncia esplénica foram obtidos de um
grupo de fetos ndo anémicos, sendo, entdo, utilizados como referéncia para a
classificacdo de 121 fetos aloimunizados. Esses autores também utilizaram
metodologia invasiva (cordocentese) para avaliagcdo hematimétrica fetal e calculo
do déficit de hemoglobina, porém o conceito de anemia adotado foi de um déficit
de 2 g/dL ou mais, sendo rotulada como anemia grave a deteccdo de um déficit
superior a 5 g/dL. Paralelamente ao uso dessa nova classificacdo, os autores
propuseram a utilizagdo da medida da circunferéncia esplénica como preditor de
anemia grave em fetos ndo transfundidos, descrevendo sensibilidade de 100% e

especificidade de 94,7% para o diagndstico.

Apesar da relevancia desses estudos aquela época, sua metodologia baseia-se
no emprego de técnicas invasivas, o que vai de encontro aos anseios primordiais
tanto de médicos assistentes quanto de pacientes. O que se aspirava, desde
entdo, era a utilizacdo de recursos que expusessem 0 bindbmio gestante-feto a
baixos riscos, mantendo eficacia comparavel ou superior as ja existentes para o
diagnoéstico de anemia. Em decorréncia dessa demanda, nas Ultimas décadas
ganharam espaco as pesquisas voltadas para a exploracéo e aprimoramento de
métodos propedéuticos nado invasivos (PAPANTONIOU; SIFAKIS; ANTSAKLIS,
2013).

O primeiro método nado invasivo utilizado para avaliagdo do bem-estar do feto
anémico, ainda hoje largamente empregado, ndo obstante sua simplicidade
técnica, € a cardiotocografia. Os aspectos observados nesse exame consistem na
normalidade da linha de base da frequéncia cardiaca fetal, sua variabilidade e
aceleracdes transitorias durante o periodo de observacao, particularmente apés
estimulos como a movimentacdo fetal ou intervencdes externas (ex.: vibragéo,
som). A congruéncia desses achados € considerada boa evidéncia de bem-estar
fetal (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS -
ACOG, 2009).

Apesar da automaticidade intrinseca do miocardio, sabe-se que a frequéncia

cardiaca sofre influéncia direta do sistema nervoso autbnomo (simpatico e



28

parassimpatico), mediada por barorreceptores, quimiorreceptores e estimulos
hormonais diversos e, portanto, seria passivel de interferéncia das modificacfes
hemodinamicas e metabdlicas proporcionadas pela anemia fetal (MODANLOU,;
MURATA, 2004). Manseau et al. (1972) foram os primeiros pesquisadores a
associar alteragcbes em exames cardiotocograficos anteparto a essa doenca,
descrevendo um padrdo sinusoidal (ou ondulatério) em nove fetos com anemia
secundaria a aloimunizacdo Rh, entre o0s quais seis evoluiram para morte
intraltero. Esse padrdo € classicamente caracterizado por: a) linha de base
estavel entre 120 e 160 batimentos por minuto (bpm), com oscilagcdes regulares;
b) amplitude de 5-15 bpm; c) frequéncia de dois a cinco ciclos por minuto; d)
variabilidade fixa ou comprimida; €) oscilacdo da onda sinusoidal acima e abaixo
da linha de base; f) auséncia de periodos com variabilidade ou reatividade
normais (MODANLOU; FREEMAN, 1982) (FIG. 1).

FIGURA 1 - Padrao sinusoidal a cardiotocografia
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Fonte: adaptado de Modanlou e Murata (2004, p. 169).

Esses primeiros achados identificaram o padrédo sinusoidal como um preditor de
gravidade, denotando fetos em risco iminente de morte. Em 1974, Baskett e Koh
(1974) corroboraram essa hip6tese, ao apresentarem um relato de caso que
associou novamente a cardiotocografia sinusoidal a hipdxia fetal grave e morte
neonatal. Apdés andlise, atribuiram o padrdo oscilatério ao dano causado pela
hipoxia tecidual no sistema nervoso central, com consequente disfuncdo
auton6mica. Concluiram que esse padrao poderia representar o estagio final de

comprometimento fetal e demandava intervencéo imediata. Achados semelhantes



29

foram descritos nos ensaios de Modanlou et al. (1977), em que o ritmo cardiaco

sinusoidal associou-se a mortalidade perinatal em 50 a 75% dos casos.

Desde entdo, varios estudos foram conduzidos com o intuito de estabelecer a
correlacdo entre o agravamento da anemia fetal e a perda da reatividade em
exames de cardiotocografia. Em 1989, Nicolaides, Sadovsky e Cetin (1989)
referiram sensibilidade de 68% e especificidade de 18% desse exame na predi¢cao
da anemia fetal. Em 1990, o grupo de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas
(HC) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) publicou seu primeiro
trabalho sobre o assunto. Foram avaliadas 38 gestantes sensibilizadas pelo fator
Rh, realizando-se cardiotocografias previamente ao parto programado. Os
resultados obtidos no tracado (classificados como reativos, hiporreativos ou nao
reativos) foram comparados aos niveis de hemoglobina encontrados no sangue
do corddo umbilical imediatamente apdés o nascimento. Foram considerados
anémicos fetos com concentracdo de hemoglobina inferior a 11 g/dL. Nesse
estudo, o valor preditivo negativo da cardiotocografia para a detec¢cdo de anemia
fetal foi de 78%, com sensibilidade de 64,28%.

A época, os achados foram similares aos descritos por outros centros de pesquisa
bem-conceituados (LIMA; CABRAL; CORREA, 1990). Em 2000, o mesmo grupo
acompanhou 45 pacientes aloimunizadas e comparou seus tracados
cardiotocograficos com a hemoglobina fetal obtida por cordocentese ou por
puncdo do corddo umbilical imediatamente apds o nascimento. Considerando-se
como critério para definicdo de anemia a concentracdo de hemoglobina inferior a
10 g/dL, a cardiotocografia revelou sensibilidade e especificidade de 100 e 92,4%,

respectivamente, para predicéo da doenca (MELO, 2000).

Apesar de sua importancia na avaliacdo de fetos com anemia por aloimunizagéo
Rh, o padrdo cardiotocografico oscilatorio ndo € exclusivo dessa condicao,
podendo ser também encontrado em outras causas de anemia e sofrimento fetal
agudo, como na hemorragia feto-materna macica, sindrome de transfuséo feto-
fetal, sangramento por vasa prévia e sangramento fetal traumatico. Além disso,
deve-se ressaltar que, por ser padrao que indica comprometimento fetal grave,

nao se deve aguardar a oscilagcéo tipica a cardiotocografia para definir a conduta
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em relagdo a continuidade da gestacdo. A cardiotocografia é, acima de tudo,
ferramenta auxiliar de monitorizacdo cotidiana de fetos anémicos. Qualquer
alteracéo de seu padrao habitual deve se apresentar como alerta a equipe médica
assistente, motivando propedéutica adicional. A conduta deve ser individualizada,
avaliando ndo s6 a condicdo de base, mas também a viabilidade fetal
determinada pela idade gestacional (MODANLOU; MURATA, 2004).

Também orientados pelo paradigma de “ndo invasao” e em busca de ferramentas
mais precisas para a avaliagdo e classificacdo do feto anémico, um grupo de
pesquisadores utilizou os principios fisicos da dopplervelocimetria para avaliar a
compleicdo do sangue fetal, concebendo um dos mais notérios achados no
ambito da assisténcia obstétrica (MARI et al., 1995; MARI et al., 2000). Sabe-se
que, nos fetos anémicos, ocorre reducdo da viscosidade do sangue em virtude da
menor concentragdo eritrocitaria, acarretando aumento da velocidade do fluxo
sanguineo intravascular. Essas alteracdes podem ser detectadas pela observacéao
do valor maximo registrado na curva de fluxo sistolico ao doppler, denominado

pico da velocidade sistélica (PVS).

Respaldados pelo preceito de que a integridade do tecido cerebral mostra-se
altamente dependente de concentracdes regulares de oxigénio e que, portanto, as
artérias cerebrais respondem de maneira imediata a hipoxemia, os pesquisadores
selecionaram a artéria cerebral média para a conducdo de seu estudo-piloto.
Adicionalmente, esse vaso apresenta a vantagem de ser facilmente identificado a
ultrassonografia, desde que observada a técnica correta para insonacdo (angulo
de zero grau entre o transdutor e a direcdo do fluxo sanguineo), o que
proporcionaria pequena variabilidade de registros intra e interobservador. O
estudo foi desenhado com a finalidade de determinar os valores de pico da
velocidade sistélica na artéria cerebral média (PVS-ACM) que poderiam
caracterizar a anemia fetal secundaria a isoimunizacdo. Os resultados foram
inicialmente retratados por uma curva que correlaciona a idade gestacional a
concentracdo de hemoglobina plasmatica, incluindo 265 fetos hematologicamente
normais e 111 fetos sob risco de anemia. A faixa de normalidade foi determinada
pelos valores entre 0,84 e 1,16 multiplos da mediana (correspondentes aos

percentis 5 e 95 da curva, respectivamente), sendo considerados fetos anémicos
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graves aqueles com concentragdo de hemoglobina inferior a 0,55 mudltiplos da

mediana (representados como pontos negros) (FIG. 2) .

FIGURA 2 - Relagéo entre hemoglobina fetal e idade gestacional
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Fonte: adaptado de Mari et al. (2000).

Posteriormente, ao correlacionar os valores de hemoglobina dos fetos anémicos
graves aos valores encontrados a dopplervelocimetria dos mesmos fetos, o
estudo determina que valores superiores a 1,55 multiplo da mediana para o PVS-

ACM indicam os fetos mais gravemente comprometidos (FIG. 3).
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FIGURA 3 - Dopplervelocimetria da artéria cerebral média baseada na idade
gestacional em pacientes com aloimunizagao pelo fator Rh
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Fonte: adaptado de Matri et al. (2000).

Além de possibilitar a predicdo da gravidade da anemia fetal, o método auxilia na
deteccdo dos mecanismos hemodinamicos de adaptacdo do concepto frente a
doenca. Dessa forma, permite individualizacdo da assisténcia, selecionando
melhor os casos que se beneficiariam da propedéutica invasiva. A sensibilidade
desse parametro para deteccdo de anemia moderada (concentracdo de
hemoglobina inferior a 0,65 multiplo da mediana) e anemia grave (concentracao
de hemoglobina inferior a 0,55 multiplos da mediana) foi de 100% (intervalo de
confianga - IC 95%: 86-100), com taxa de falso-positivos igual a 12%. Os valores
preditivos positivo e negativo foram estimados em 65 e 100%, respectivamente
(MARI et al., 2000). Existem, ainda, evidéncias de que a correlagcdo entre a
concentracdo de hemoglobina fetal e o PVS-ACM se torne mais acurada quanto

maior a gravidade da anemia (MARI et al., 2002).

No mesmo trabalho, os autores teceram consideracdes sobre a classificacido de
anemia proposta por Nicolaides, refutando o valor de corte arbitrario de 7 g/dL de
concentracdo de hemoglobina no sangue fetal. Propuseram a classificacdo a
partir da curva de normalidade utilizada em seu trabalho (FIG. 2), considerando a
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concentracdo de hemoglobina inferior a 0,55 mdltiplo da mediana como melhor

parametro para deteccgéo do feto anémico grave.

Em estudo posterior realizado em fetos acompanhados no CEMEFE-HC/UFMG, o
PVS-ACM apresentou sensibilidade de 75,8% e especificidade de 78% na
detecgdo de hemoglobina fetal inferior ou igual a 10 g/dL, com valor preditivo
positivo de 69,5% e valor preditivo negativo de 82,9% (TAVEIRA et al., 2004).

Utilizando também os fundamentos do efeito doppler associado ao conhecimento
sobre a expansdo da eritropoiese extramedular em fetos anémicos, que causa,
em segunda andlise, aumento volumétrico do baco e figado fetais a
ultrassonografia, um grupo do HC-UFMG conduziu estudo com o objetivo de
avaliar o comportamento do fluxo sanguineo da artéria esplénica em fetos de
gestantes aloimunizadas (CORREA JR. et al., 2009). Os resultados evidenciaram
correlacdo positiva entre o indice de pulsatilidade (IP) e o pico de velocidade
sistélica (PVS) da artéria esplénica com o déficit de hemoglobina observado no

sangue fetal obtido por cordocentese (FIG. 4).
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FIGURA 4 - A) Correlacéo entre o pico de velocidade sistélica (PVS) da artéria
esplénica e o déficit de hemoglobina; B) Correlacao entre o indice de pulsatilidade

(IP) da artéria esplénica e o déficit de hemoglobina
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Fonte: adaptado de Correa Jr. et al. (2009).

Os autores explicam que, provavelmente, a intensa infiltracéo esplénica por tecido
hematopoiético que ocorre em fetos gravemente anémicos oblitera os capilares
desse 6Orgdo, causando o aumento de resisténcia ao fluxo, que se traduz a
dopplervelocimetria pelo aumento do IP. A conclusao é de que, uma vez que o IP
da artéria esplénica expbe a intensidade da eritropoiese extramedular, este
parametro poderia ser utilizado para determinar a programacdo de transfusdes
intrauterinas, especialmente em fetos anémicos graves (CORREA JR. et al.,
2009).

Apesar de sua comprovada acuracia diagnostica, a utilizacdo exclusiva da
dopplervelocimetria para o acompanhamento de fetos anémicos ndo é
recomendada, ja que, por basear-se em propriedades fisicas do sangue, pode
haver reducdo da confiabilidade apds a realizacdo de transfusdes fetais. Estudos
evidenciam que o método ndo é capaz de predizer o momento ideal da proxima
transfusdo em um feto ja submetido a cordocentese terapéutica, uma vez que a
curva do doppler passa a refletir caracteristicas mistas do sangue fetal e do
sangue transfundido, que geralmente apresenta hematécrito e concentracdo
eritrocitaria elevados (MOISE JR., 2008).
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Outra possivel explicacdo para essa reducdo da sensibilidade do exame pés-
transfuséo seria o fato de que células de doadores adultos apresentam diferentes
propriedades reoldgicas, que contribuem para o aumento geral da viscosidade,
porém com decréscimo da capacidade total de carrear oxigénio (WELCH et al.,
1994). Além disso, as transfusdes intraltero produzem efeitos vasculares agudos
secundarios a altera¢des no volume plasmatico, viscosidade sanguinea, potencial
hidrogeniénico (pH) e disponibilidade de oxigénio ligada ao 2,3-difosfoglicerato,
fatores que também podem interferir nos resultados desse exame (CABRAL et al.,
2010).

Cita-se ainda como importante método propedéutico ndo invasivo o indice
cardiofemoral (ICF) (CABRAL et al., 2008), fundamentado na relacdo entre o
didmetro cardiaco biventricular externo (DBVE) e a medida da diafise femoral
fetal. O fémur, nessa relagcdo, € utilizado como um parametro constante, cujo
comprimento € proporcional a idade fetal, sendo uma forma de ajustar a analise

para a idade gestacional em que a formula é aplicada.

Quanto maior o grau de anemia de um feto, maior é a sobrecarga cardiaca
compensatoéria a que é submetido, o que desencadeara hipertrofia excéntrica da
parede ventricular e, em ultima andlise, cardiomegalia. Além de mostrar acuracia
satisfatoria na deteccdo de cardiomegalia fetal (R1ZZO; ARDUINI; ROMANINI,
1992), a medida do DBVE apresenta correlacdo inversa com a concentracao da
hemoglobina, de forma independente da idade gestacional, o0 que consolidou sua
utilizacdo como preditor valoroso dos indices hematimétricos fetais (BARCELOS,
2003).

Utilizando o ICF como forma de controlar a variagao fisiolégica do DBVE com o
aumento da idade gestacional, observou-se que o0 desvio da curva de

normalidade é diretamente proporcional ao grau de anemia (FIG. 5).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabral%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17900583
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FIGURA 5 - Reta de regressao da correlacdo entre o ICF e a hemoglobina fetal
(g/dL)

L7

0E —

0.a

—  Regressdo

indice cardiofemoral

04— L (. 85% Intervalo
DEVEF = 0,786191 = 0,0179645 Hb pré . Confianga
03 — Fmq=36.9%,p<0,0001 7T 85% Intervalo de
- | | | | Predicio

2 7 12 17

Hemoglobina fetal (g/dl)

Fonte: adaptado de Cabral et al. (2005).

Acredita-se que a remodelacao ventricular com dilatacdo das camaras cardiacas
seja o principal responsavel pelo aumento do débito cardiaco observado nos fetos
anémicos e, por isso, o estudo do indice cardiofemoral tem gerado bons

resultados na predicdo dessa condicao.

Cabral et al. (2005) procuraram estabelecer o ponto de corte do ICF com melhor
acuidade para identificacdo de valores de hemoglobina menores ou iguais a 10
g/dL, geralmente determinantes de terapéutica fetal invasiva. A partir da
construcdo de Receiver Operating Characteristic Curves (curvas ROC),
encontrou-se o valor de ICF>0,59 como aquele que combina elevadas
sensibilidade e especificidade para diagnéstico de anemia fetal moderada a

grave, com valor preditivo positivo de 73,1% e valor preditivo negativo de 88,5%.

Os autores ressaltam que a medida do DBVE é de facil obtencao, ja que a visao
cardiaca de quatro camaras faz parte da rotina da ultrassonografia obstétrica,
além de ser metodologia simples e de custo acessivel, podendo ser realizada até
mesmo por ultrassonografistas em centros de atencdo primaria. Seu grande

diferencial em relagcdo ao método previamente descrito (doppler da ACM) esta no
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fato de nédo sofrer interferéncia da viscosidade sanguinea, mantendo sensibilidade
significativa mesmo apoOs procedimentos de transfusdo intrattero. O ponto de
corte de ICF>0,59 foi capaz de detectar 88% dos fetos gravemente anémicos
apos duas ou mais transfusdes sanguineas, com valor preditivo negativo de
92,1% para aqueles que haviam sido submetidos a pelo menos uma transfuséo
(CABRAL et al., 2008).

Mesmo com os relatados beneficios do ICF, em estudo publicado em 2010,
Cabral et al. ndo foram capazes de defini-lo como teste suficientemente confiavel
para ser utilizado de forma isolada no manejo de gestacdes complicadas por
aloimunizacdo. Pelo contréario, ressaltam a vantagem da utilizacdo combinada do
ICF e do doppler de ACM, proporcionando aumento significativo da capacidade
diagnostica. Os autores mostram que todos os fetos gravemente anémicos
apresentaram resultados alterados em pelo menos um dos testes nao invasivos,
com sensibilidade combinada de 100%, confirmando a eficacia da utilizacdo de

parametros conjugados no seguimento desses pacientes (CABRAL et al., 2010).

Na pratica clinica, ainda ndo podem ser definidas indicacdes precisas de quando
substituir a propedéutica ndo invasiva pela metodologia invasiva, até que os
marcadores clinicos, ultrassonograficos e cardiotocograficos de anemia fetal
tenham sido estudados exaustivamente. A experiéncia inicial indica que a conduta
mais segura é o uso paralelo de dois ou mais testes, até que haja completo
dominio e comprovada superioridade de técnicas nao invasivas (MOISE JR.,
2006). Nesse interim, a cordocentese continuard sendo recurso essencial para

diagnéstico e terapéutica da anemia fetal grave (MELO, 2003).

2.3 Delineamento da curva padrao de hemoglobina fetal de acordo com a

idade gestacional

O valor padrdao de hemoglobina fetal esperada conforme a idade gestacional foi
pioneiramente determinado por Nicolaides em estudo transversal publicado no
The Lancet, em 1988 (NICOLAIDES et al., 1988). Estabeleceu-se uma faixa de

referéncia para hemoglobina fetal normal entre 17 e 40 semanas de gestacao, a
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partir de 200 amostras de sangue fetal obtidas por cordocentese e 10 amostras
obtidas pela puncao do corddo umbilical imediatamente apds o parto a termo. Os
fetos incluidos no estudo foram referenciados de diversas regides do Reino Unido
para o Departamento de Ginecologia e Obstetricia do King's College Hospital, em
virtude da suspeita de doenca fetal secundaria a aloimunizagdo materna. O
encaminhamento foi determinado por alteragcbes em parametros indiretos, como
niveis elevados de anticorpos maternos, gestacdoes prévias afetadas por
aloimunizacdo, espectrofotometria de liquido amniético ou evidéncias
ultrassonogréficas de anemia fetal. Todos os fetos cuja amostra sanguinea foi
utilizada para a construgdo da curva de normalidade foram submetidos a
propedéutica antenatal padrdao da instituicdo e ndo se mostraram afetados pela

condicdo.

Por meio de regresséo logistica, calculou-se o intervalo de confianca de 95% para
os valores de hemoglobina esperados de acordo com a idade gestacional. Em
fetos normais, observou-se que a concentracdo de hemoglobina aumentou
linearmente com o avancar da idade gestacional, apresentando coeficiente de
correlagdo positiva de 0,74. Os percentis 2,5 e 97,5 mostraram-se graficamente
paralelos e o valor de um desvio-padrao foi de aproximadamente 1 g/dL. Os
resultados da cordocentese de fetos normais e de fetos anémicos a propedéutica
foram retratados de forma conjunta e representados graficamente no formato
scatter plot. As retas paralelas definem os intervalos de confianca para as
chamadas “zona de normalidade” (zona I) e “zonas de anemia” (zona Il - anemia

moderada e zona llI- hidropisia fetal), como demonstrado na FIG. 6.
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FIGURA 6 - Concentracdo de hemoglobina de 48 fetos hidropicos e 106 fetos nao
hidropicos de gestantes aloimunizadas no momento da primeira coleta de sangue

fetal
18 /‘_’
o
e o]
- __/—/ —
— .~ o
_ * .': .‘-f"'/_' ___—“'/
Sl R . —
5 eefie L. 11
o L * HilPd Y ™
_% ,,_-.. Y s ) .o f’"_'/
o B . . o —
g * . H ..-.0 . o 1
% 6 | . L4 te Y . _‘—E"(_‘—_‘
T . hJ Coq P o
H,!J""‘;;(;, ° 50 2.2 ”" T
R T
L o 0000:09 "'ogf-lo/‘"g_‘
—
0 -
L 1 1 1 1 1 1 1 L L 1 1 J
16 20 24 28 32 36 40

Idade gestacional (semanas)

Pontos sem preenchimento- O :fetos hidrépicos; pontos preenchidos- @ :fetos ndo hidrépicos.
Fonte: adaptado de Nicolaides et al. (1988).

by

A partir dessa publicacdo, incorporou-se a pratica clinica o uso de equacdes
matematicas para predizer o valor normal de hemoglobina fetal de acordo com a
idade gestacional. A férmula padréo proposta pelo grupo de pesquisa nada mais &
do que a equacao da reta que corresponde a mediana da zona de normalidade
(zona I). Traduz-se pelo produto entre a idade gestacional e o grau de inclinacao

da reta original (0,19), somado a constante 7,9.

Formula para o calculo da hemoglobina fetal esperada de acordo com a idade
gestacional (NICOLAIDES et al., 1988):

Hb esperada (g/dL) = {0,19 x idade gestacional (em semanas) + 7,9}

Nos dias de hoje, esse ainda € o pilar da terapéutica realizada no CEMEFE do
HC-UFMG, sendo determinante do protocolo de classificacdo e acompanhamento
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de fetos anémicos, bem como ocorre em outras instituicdes mundiais (CORREA
et al., 2009; LINDENBURG et al., 2012).

2.4 Importancia da anélise da curva de normalidade para a hemoglobina em

uma amostra de fetos brasileiros

No momento presente, a literatura médica esta voltada para a identificacdo de
fatores individuais que determinam os distintos padroes de manifestacdo das
doencas. Essa tendéncia é reproduzida especialmente pelos estudos referentes
as particularidades do desenvolvimento fetal em diversas regiées do mundo, ja
gue aspectos presentes na vida intrauterina sado importantes reguladores da
fisiologia humana. O intuito é desvendar o real papel da influéncia étnica no
fenétipo dos conceptos e, consequentemente, da populacdo como um todo
(KING; MURPHY; HOYO, 2015).

Alguns achados relevantes ja foram publicados, sobretudo no que diz respeito as
variacdes regionais dos parametros biométricos fetais. Jacquemyn, Sys e
Verdonck (2000) estudaram uma coorte transversal de fetos cujas maes tinham
origem belga, turca e marroquina, com parceiro de etnia conhecida e igual a
materna, considerando que a etnia paterna poderia ter influéncia de 50% no
fenotipo fetal. Concluiram que existem diferencas significativas entre os
indicadores biométricos dos fetos de origem étnica distinta, especialmente em
relacdo a circunferéncia cefédlica (CC), circunferéncia abdominal (CA),
comprimento do fémur (CF) e peso fetal estimado (PFE) (JACQUEMYN; SYS;
VERDONK, 2000). Os autores mencionam outros diversos trabalhos que
descreveram diferencas significativas de peso ao nascimento em distintas etnias,
apos ajuste para a idade gestacional. Concluem que tais diferencas refletem
majoritariamente caracteristicas genéticas, ndo sendo explicadas apenas pelas

diversidades nutricionais ou socioecondémicas entre as populacdes avaliadas.

Similarmente, Shiono et al. (1997) constataram que existe disparidade de peso ao
nascimento para diferentes grupos étnicos, mesmo realizando o ajuste para

outros 46 possiveis fatores de confuséo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacquemyn%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10690707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacquemyn%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10690707
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No Brasil, um dos primeiros achados expressivos foi publicado por Cecatti et al.
(2000), ao construir curvas de peso fetal estimado versus idade gestacional a
partir de uma amostra de 2.874 fetos brasileiros. Os autores observaram que,
para idades gestacionais superiores a 30 semanas, 0s valores do percentil 90 da
curva que elaboraram aproximavam-se dos valores correspondentes ao percentil
50 da curva padrao de biometria fetal criada por Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer
(1991). Dessa maneira, 0s pesos fetais considerados normais na amostra foram

significativamente inferiores aos valores previamente utilizados como referéncia.

Outro notavel projeto brasileiro apurou dados de 31.476 gestacdes de risco
habitual entre 18 e 38 semanas e, a partir deles, formulou curvas de referéncia
personalizadas para os parametros biométricos fetais (ARAUJO JR. et al., 2014a).
A principal conclusédo foi de que, para todas as variaveis, os valores médios
encontrados na amostra foram discretamente inferiores aqueles apresentados na

curva de Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer (1991).

Para além da avaliacdo da diversidade fenotipica, estudos contemporaneos
concentram-se na exploracdo de elementos pré-natais capazes de modificar o
padrdo de metilacdo do acido desoxirribonucleico (DNA) e, consequentemente, 0
imprinting genético de cada individuo. Alguns autores demonstraram que a
raca/etnia € um desses elementos, com influéncia discriminavel mesmo apés
ajuste para a interferéncia de fatores socioeconémicos (SUBRAMANYAM et al.,
2013). Ha evidéncias crescentes de que peculiaridades sociais e étnicas modulam
a expressao do genoma humano (BORGHOL et al.,, 2012; LAM et al., 2012;
ZHANG et al., 2011). Portanto, ainda que as diferentes populacbes possuissem
carga genética idéntica, ela poderia ser expressa de distintas formas de acordo
com os estimulos aos quais seus integrantes sdo expostos, caracterizando o que

se intitula de regulacéo epigenética.

Toda a informacdo corrente reforca a necessidade de se estabelecer um novo
olhar cientifico, focado nas particularidades em detrimento das generalidades, o
que poderia aumentar sobremaneira a acuricia diagndstica em relagdo a
distarbios do desenvolvimento fetal e da fisiologia humana. Portanto, é mister que

nos empenhemos na reformulagéo de conceitos e na evolugéo da nossa forma de
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fazer pesquisa. Destaca-se que o ato de classificar um individuo a partir de
tabelas e curvas construidas para populacdes ndo especificas pode resultar em
julgamento clinico inadequado ou até mesmo em um diagndstico incorreto, 0 que,

especialmente na pratica obstétrica, pode ter consequéncias irremissiveis.

Pelos motivos expostos, este estudo foi formulado para investigar se a curva de
normalidade da hemoglobina fetal criada por Nicolaides a partir de amostras
sanguineas de uma populacdo homogénea de fetos europeus tem acuracia
adequada para a populacdo brasileira, que apresenta eminente grau de
miscigenacdo. Acredita-se que seja pertinente determinar se 0os parametros que
adotamos sao apropriados a nossa populacdo, uma vez que tanto a classificacédo
da anemia fetal quanto o volume de sangue transfundido intradtero séao

determinantes para o bom prognéstico gestacional.
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3 OBJETIVO

Identificar se a curva de normalidade da hemoglobina fetal para o segundo e
terceiro trimestres de gestacao, elaborada por Nicolaides et al. (1988), mostra-se

apropriada para uma amostra da populacao brasileira.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Selecéo de pacientes

Trata-se de estudo observacional transversal de uma série de casos em que
foram incluidas as gestantes referenciadas ao Centro de Medicina Fetal do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEMEFE/HC-
UFMG) no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2015, por motivos
assistenciais, a partir de unidades basicas do Sistema Unico de Saude. Foram

+6/7 e 36+6/7

selecionadas pacientes com idade gestacional entre 18 semanas que

by

apresentavam, a ultrassonografia, fetos com malformacdes estruturais bem-

estabelecidas e que demandavam pesquisa genética pré-natal.

Durante o atendimento pré-natal, discutiu-se com as gestantes e seus
acompanhantes a necessidade da realizagdo da coleta de sangue fetal por
cordocentese para a analise de cariétipo, de forma a esclarecer se a malformacéao
identificada a ultrassonografia apresentava origem genética ou ndo, o que poderia
modificar a conduta em relacdo a sua assisténcia perinatal. A seguir, a equipe
forneceu explicagdes quanto ao procedimento e suas implicacbes e apresentou
as pacientes e familiares o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A), sendo solicitado que lessem e, em caso de concordancia,

assinassem.

Cada cordocentese propedéutica realizada foi considerada um caso. Para cada
caso, foram registrados em banco de dados: identificacdo materna, idade
gestacional no momento da puncdo (em semanas completas), data da puncéo,
principal sistema em que se localizava a malformagdo fetal diagnosticada a
ultrassonografia realizada no CEMEFE, resultado do caridtipo fetal, volume
corpuscular médio da heméacia (VCM) e hemoglobina fetal encontrados na
hematimetria. Foi também calculada, para cada feto, a hemoglobina esperada
para a idade gestacional segundo a férmula de Nicolaides et al., sendo estimadas

a diferenca absoluta e a variancia entre os dois ultimos parametros.
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A indicacao de pesquisa de cariotipo fetal deu-se de acordo com o protocolo do

CEMEFE do HC/UFMG e nao houve interferéncia do presente estudo na conduta

adotada em relacdo ao seguimento gestacional das participantes.

4.1.1 Critérios de inclusao

a)

b)

c)
d)

f)

Gestantes maiores de 18 anos que concordaram com o procedimento e
assinaram o termo de consentimento;

gestantes menores de 18 anos cujos pais ou responsaveis concordaram
com o procedimento e assinaram termo de consentimento;

gestacdes Unicas;

67 & 36" semanas, definida com base na data

idade gestacional entre 18
da ultima menstruacdo (DUM), quando conhecida. Em caso de DUM
desconhecida ou discordancia entre a mesma e a idade gestacional
estimada a primeira ultrassonografia, esta ultima foi considerada para
datacédo da gravidez;

malformacgOes fetais estruturais que motivassem a propedéutica invasiva
(cordocentese);

auséncia de doencas/condicbes maternas associadas a possiveis
alteracdes adicionais no desenvolvimento fetal (ex.: pré-eclampsia, diabetes

mellitus, uso de drogas ilicitas ou outros teratbgenos conhecidos).

4.1.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo fetos que poderiam apresentar desvios dos valores

normais de hemoglobina devido a sua doenca de base. A razdo de tal selecdo é

gue o objetivo do estudo é avaliar a acuidade da curva de Nicolaides et al. para

fetos ndo anémicos e, a partir dai, concluir se a mesma poderia ser aplicada como

referéncia em nossa populacdo para o protocolo de tratamento de fetos anémicos.

Devido a possibilidade de alteragbes hematologicas, foram excluidos:



a)
b)

c)
d)
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Fetos com cari6tipo alterado;

fetos de gestantes aloimunizadas (coombs indireto positivo em qualquer
titulacao);

fetos com hidropisia ndo imune;

fetos com crescimento intrauterino restrito grave (percentil de peso inferior
a 3 para a idade gestacional, com pior prognéstico em relacdo aos fetos
classificados apenas como baixo peso para a idade gestacional
independentemente de parametros relacionados ao doppler), segundo
critérios de Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer (1991) e de Figueiras e
Gratacos (2014).

Além disso, foram excluidos fetos de gestantes que se recusaram a assinar o

termo de consentimento para inclusdo no estudo, revogaram o termo ou optaram

pela ndo realizacdo de propedéutica fetal invasiva.

4.1.3 Amostra da pesquisa

Durante o periodo de 1° de janeiro de 2012 a 31 de dezembro de 2015, foram

realizadas cordocenteses de 161 fetos acompanhados no CEMEFE/HC. Em todos

os procedimentos, sempre que possivel, foram coletadas amostras de sangue

fetal em volume suficiente para trés tipos de andlise: hematoldgica, gasométrica e

genética. Entre as amostras analisadas, 113 foram excluidas do estudo:

a)
b)

08 foram excluidas pela doenca fetal de base (hidropisia ndo imune);

01 foi excluida pela deteccéo de pancitopenia no hemograma fetal, o que
pode indicar doenca hematoldgica de base e configura-se, portanto, como
possivel viés para a analise proposta;

42 foram excluidas pela impossibilidade técnica de realizacdo de
hemograma e/ou cariotipo na data da coleta sanguinea (incluindo situacdes
como amostra em volume insuficiente, coagulacdo do sangue apds a
coleta, contaminacdo da amostra ou obtencdo de numero insuficiente de

metafases celulares, impossibilitando a analise do cariotipo);



d) 48 foram excluidas por apresentarem cariétipo alterado;

e) 12 foram excluidas por ndo ser possivel descartar coleta de sangue

materno;

f) 02 foram excluidas por ndo haver registro adequado de dados em

prontuario.

FIGURA 7 - Fluxograma que mostra a derivacdo da populacdo do nosso estudo, a

partir dos critérios de inclusédo e exclusao

161 amostras de sangue fetal coletadas

09 excluidas pela condi¢cdo
fetal de base

152 possiveis amostras d

e sangue fetal para analise

42 excluidas por
impossibilidade técnica

de realizagdo de
hemograma e/ou
caridtipo

110 possiveis amostras de sangue fetal para analise

48 excluidas pela detecgao
de cromossomopatias

62 possiveis amostras de

sangue fetal para analise

12 excluidas por suspeita

de coleta de sangue
materno

50 possiveis amostras de

sangue fetal para andlise

2 excluidas por
insuficiéncia de dados em
prontuario

48 amostras de sangue fetal incluidas na analise

Fonte: dados da pesquisa.
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Entre os fetos incluidos no estudo, a maioria encontrava-se com idade gestacional

entre 26" e 35*%7

semanas, conforme ilustrado na TAB. 1. A baixa frequéncia de
gestantes no primeiro e inicio do segundo trimestres de gestacao reflete
principalmente o fato de a amostra ter sido coletada em um centro de assisténcia
terciaria, que recebe pacientes exclusivamente a partir de encaminhamento do
sistema publico de saude. Esse fluxo desde a unidade basica de saude até a
avaliacdo especializada obedece as vias burocraticas do Sistema Unico de Salde
(SUS) brasileiro, em que € evidente a disparidade entre demanda por
atendimento e oferta de vagas. Isso frequentemente retarda o diagndstico e o
acesso da paciente ao tratamento. Além disso, nossa equipe preconiza, sempre
gue possivel, a realizacdo de cordocentese no segundo trimestre gestacional,
devido aos menores riscos maternos e fetais condicionados por procedimentos

invasivos durante essa fase da gravidez (BERRY et al., 2013).

TABELA 1 - Distribuicdo numérica dos fetos incluidos no estudo conforme a faixa

de idade gestacional em que se encontravam no momento da cordocentese

Faixa de idade gestacional (semanas) Numero de fetos
18" a 257" 6
26" a 35" 41
> 367 1
Total 48

Pode-se também caracterizar a amostra pelo tipo de malformacéo estrutural fetal
identificada a ultrassonografia, que motivou a realizacao de propedéutica invasiva
pela equipe do CEMEFE- HC/UFMG (TAB. 2).

TABELA 2 - Distribuicdo numérica dos fetos incluidos no estudo conforme o sitio

da principal malformacéao estrutural identificada a ultrassonografia

Tipo de malformacéo Nimero de fetos
Cardiaca 10
Defeito de fechamento da parede abdominal 05
Ossea 01
Sistema geniturinario 03
Sistema nervoso central 12
MalformagBes em multiplos sistemas 16
Outras 01
Total 48

E relevante explicitar a distribuicdo dos cariétipos encontrados na amostra (TAB.
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3), devido ao fato de terem sido encontrados, nos fetos avaliados, arranjos
cromossOmicos com alteracfes de heterocromatina (gh+ e gh-) e “variante stalk”
(stk), considerados nuances da normalidade e que, portanto, podem ser
encontrados na populacdo normal. Os resultados originais dos cariotipos dos fetos
que apresentaram tais particularidades genéticas estdo anexados a este trabalho
(ANEXO C).

TABELA 3 - Distribuicdo numérica dos tipos de caridtipos fetais encontrados na

amostra do estudo

Caridtipo Numero de fetos
46, XX 18
46, XY 24
46, X, Ygh+ 02
46, X, Ygh- 01
46, XY, 16gh+ 02
46, XX, 15pstk+ 01
Total 48

4.1.4 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-
UFMG), recebendo o nimero de protocolo CAAE-50497715.0.0000.5149 (ANEXO
A). Foi também aprovado pelo colegiado de pés-graduacdo em Ginecologia e
Obstetricia e pela Camara do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
UFMG (ANEXO B), tendo sido respeitados os principios de Helsinque para

pesquisa em seres humanos.

Todas as pacientes incluidas na pesquisa assinaram o Termo de Consentimento

livre e Esclarecido previamente ao procedimento de cordocentese (APENDICE A).

A selecdo das pacientes e a obtencdo do material para pesquisa ndao afetaram a
evolucéo da gestacao ou a indicagdo do momento e via de parto. Logo, a pesquisa

nao implicou, em momento algum, risco adicional para a gestante e seu concepto.

A recusa de assinatura no termo de consentimento - a ndo permissao de inclusao

de dados no estudo - ndo interferiu no acompanhamento pré-natal da gestante em
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nossa instituicao.

4.2 Métodos

Neste item sdo detalhados os métodos nos quais se embasou esta investigagao.

4.2.1 Cordocentese

A cordocentese consiste na puncdo direta do corddo umbilical guiada por
ultrassonografia, sendo realizada preferencialmente proximo de sua insercdo na
placenta (DAFFOS, CAPELLA-PAVLOVSKY;FORESTIER, 1983). @)
procedimento possibilita a coleta de amostra de sangue fetal para tipagem
sanguinea, andlise hematimétrica, determinacdo de cariétipo, titulacdo de
anticorpos, assim como permite o tratamento do feto anémico por meio da
transfusédo intrauterina (MOISE JR., 2002; NICOLAIDES; WARENSKI; RODECK,
1985).

Por ser um método propedéutico e terapéutico invasivo e que compreende certa
complexidade técnica, associa-se a perda fetal de 1 a 2%, com maior incidéncia
quanto mais precoce a idade gestacional no momento da puncédo. Pode ainda
resultar em hemorragia feto-materna que, por sua vez, pode causar 0

desenvolvimento ou agravamento da aloimunizagédo (OEPKES et al., 2006).

A complicacdo mais comum € o sangramento do sitio de puncdo no cordao
umbilical ou na placenta, com incidéncia relatada de 20-30%, sendo geralmente
autolimitado (menos de trés minutos). Alteracdes da frequéncia cardiaca fetal
também ocorrem frequentemente, sendo a bradicardia mais comum do que a
taquicardia (5-10% dos casos). A maior parte das bradicardias se resolve em até
cinco minutos, usualmente ndo requerendo intervencdes (BERRY et al., 2013).
Caso seja persistente, o procedimento deve ser suspenso. Quando realizado em
gestacOes vidveis (=24-26 semanas, a depender do protocolo institucional), a

equipe deve estar preparada para extracao fetal de emergéncia, em centro com


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capella-Pavlovsky%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6881235
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forestier%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6881235
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infraestrutura cirdrgica adequada, disponibilidade de Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal e assisténcia de equipe de obstetras e neonatologistas capacitados
(Servico de Protocolos de Medicina Perinatal - Instituto Clinico de Ginecologia,
Obstetricia e Neonatologia - ICGON - Hospital das Clinicas de Barcelona.
Disponivel em: https://www.medicinafetal
barcelona.org/clinica/images/protocolos/patologia__ fetal/cordocentesi.pdf. Acesso
em: 04/08/2015).

Para as gestantes com sangue Rh negativo, é realizada a pesquisa quantitativa
de coombs indireto antes do procedimento. Caso o resultado seja negativo,
administram-se 300 microgramas de imunoglobulina anti-Rh intramuscular

profilatica logo apds o término da puncéo.

O processo para a realizagdo do procedimento pela equipe do CEMEFE-

HC/UFMG consiste nos seguintes passos:

a) Orientacdo da gestante e familiares sobre a malformacao fetal, indicagao
de avaliacdo de cari6tipo e exames adicionais a serem realizados no
sangue coletado (hemograma e gasometria);

b) assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pela paciente
(se maior de 18 anos) ou pelos responsaveis (Apéndice A);

c) ultrassonografia obstétrica com detalhada avaliacdo da morfologia fetal,
além de localizacdo precisa da insercdo placentaria do cordao umbilical
(local preferivel de puncao);

d) definicho do local de puncdo no abdome materno guiada por
ultrassonografia. Antissepsia do local com degermante de iodopovidona a
10%;

e) puncdo percutdnea com agulha de 20 Gauge (G) sob orientacdo
ultrassonografica continua, de acordo com a técnica "a mao livre" (permite
reconsiderar a direcdo da agulha em todos o0s momentos do
procedimento);

f) extracdo de 3 a 5 mL de sangue fetal. A primeira amostra de sangue (cerca
de 1 mL) ¢é acondicionada em tubo contendo &cido

etilenodiaminotetracético (EDTA) para realizacdo de hemograma fetal.
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Cerca de 1 mL é coletado em seringa especifica para a realizacdo de
gasometria e o restante € enviado em tubo com heparina sédica para
avaliacao de cariotipo pela técnica de banda G (vide item 4.2.3);

g) confirmacdo da origem fetal do sangue coletado a partir de analise
hematimétrica, realizada em laboratorio. A confirmacdo da origem fetal do
sangue, em nosso servico, é estipulada a partir de dois possiveis
parametros: i) pela avaliacdo do volume corpuscular médio das hemacias
(VCM), que nos fetos € maior devido a presenca eritroblastos circulantes;
ii) pelo resultado de cariétipo distinto do materno;

h) retirada da agulha, compressédo leve no ponto de puncdo por 1 minuto e

curativo local.

Todos os procedimentos incluidos neste estudo foram realizados por dois
profissionais com ampla experiéncia no acompanhamento e tratamento de
doencas fetais e na realizacédo de ultrassonografia obstétrica. As ultrassonografias
obstétricas transabdominais foram feitas em um dnico tipo de aparelho (Philips
Healthcare® modelo HD7 XE), utilizando transdutor abdominal convexo (3,5
MHz). Um dos profissionais orientava a puncao por meio da ultrassonografia e o
outro, paramentado, realizava a puncdo do cordao umbilical e coleta de sangue
para analise, sendo a frequéncia cardiaca fetal monitorizada durante todo o

procedimento.

Ap6s a pungdo, confirmadas a vitalidade fetal e a regularidade de seu ritmo
cardiaco, a paciente era liberada para o domicilio, com orientacdes sobre
possiveis intercorréncias, servico obstétrico de referéncia e agendamento de
retorno ambulatorial. O seguimento ambulatorial em todos os casos foi feito pela

mesma equipe responsavel pela cordocentese.

N&o faz parte do protocolo do nosso servico a utilizacdo de blogueadores
neuromusculares, agentes tocoliticos ou antibioticoterapia profilatica durante a
cordocentese. Nao foram registrados, durante o periodo da pesquisa, casos de
corioamnionite, trauma de 6érgdos maternos ou fetais nem de trabalho de parto

pré-termo associados ao procedimento. Todos 0s casos de sangramento no sitio
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de puncdo e bradicardia fetal (complicacdbes mais comuns encontradas)

resolveram-se espontaneamente em tempo inferior a dois minutos.

Cabe lembrar que, independentemente do momento em que foram feitas, todas
as cordocenteses foram realizadas ap0s anuéncia da paciente, com a assinatura

do termo de consentimento pds-informado.

4.2.2 Hematimetria fetal

A andlise hematimétrica de todas as amostras de sangue fetal foi realizada no
laboratorio central do HC-UFMG, por metodologia automatizada (aparelho Coulter

STKS), capaz de fornecer o resultado completo em cerca de um minuto.

A avaliacdo hematimétrica com base em contadores automaticos pode ser feita
com pequeno volume de sangue total colhido em tubo com anticoagulante,
preferencialmente o EDTA (LEHNERA; GREVEB; CASSENSA, 2007). A amostra
deve estar perfeitamente homogeneizada e sem coagulos, devendo ser
processada em no maximo duas a quatro horas apés a coleta. As amostras com
tempo de armazenamento superior ao preconizado podem apresentar alteracdes

das contagens celulares e de seus indices (BRAGA, 2014).

Quando houve resultados duvidosos ou alertas do aparelho que o justificassem,
foi empregado o método de avaliacdo tradicional, com visualizacdo microscépica

do esfregaco de sangue e contagem celular manual.

4.2.3 Avaliacédo do cariotipo fetal

A técnica de cariotipagem em sangue periférico consiste na analise microscopica
dos cromossomos de linfécitos bloqueados na metafase celular (Técnica de
Moorhead modificada), apds cultura de 72 horas com fito hemaglutinina. Essa

substancia é uma proteina vegetal que possui excelente atividade mitogénica,
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bastando 0,1-0,2 mL para estimular a diferenciacdo basica e consequente mitose

de linfécitos T presentes em 1 mL de sangue.

Em seguida, os cromossomos da amostra séo corados pelo método de coloracao
para banda G, que envolve processos como desidratacdo, desnaturagcdo ou
digestdo enzimatica, seguida da incorporacdo de corante DNA-especifico (ex.:
Giemsa). As bandas formadas refletem a organizacdo funcional do genoma e a
técnica fundamenta-se na composicdo de bases do DNA e suas proteinas
associadas (Técnicas de andlise cromossémica  (disponivel em:
http://www.fciencias.com/2014/07/13/tecnicas-de-analise-cromossomica/. Acesso
em 29/06/2016). A resolucdo utilizada em nosso laboratorio de citogenética
(HC/UFMG) é de 400-550 bandas.

Esse exame destina-se a identificacdo e pareamento dos cromossomos, com
distincdo de suas diferentes regides, tendo por base sua morfologia, a posi¢cao do
centrébmero e o tamanho e nimero de bandas, que sao especificas para cada par.
Dessa forma, permite o diagnostico de desarranjos numéricos e/ou estruturais,

balanceados ou nao.

Imediatamente apds a coleta em tubo com heparina sédica, o material coletado
no CEMEFE € enviado para o laboratério central do HC-UFMG, sendo
processado e analisado no centro de citogenética. Em nossa instituicdo, a
avaliacdo de carittipo fetal somente é realizada em amostra de sangue obtido por
cordocentese. Ainda ndao dispomos de técnicas de cariotipagem para analise de
células obtidas por outros métodos, como biépsia de vilo corial, amniocentese ou

identificacdo de DNA fetal livre em sangue periférico materno.

4.2 4 Andlise estatistica

Foram revisados em prontuario os dados de 161 pacientes submetidas a
cordocentese no CEMEFE do HC-UFMG, bem como informagdes relacionadas as
malformacdes de seus fetos. Porém, apenas 48 individuos atenderam aos critérios

de inclusdo no estudo e tiveram seus dados incluidos na analise.


http://www.fciencias.com/2014/07/13/tecnicas-de-analise-cromossomica/
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Os resultados das dosagens de hemoglobina fetal, VCM e analise de cari6tipo
foram obtidos por meio do sistema on-line do Laboratoério Central do HC-UFMG e
incluidos, juntamente as informacgdes supracitadas, em banco de dados construido
no software Microsoft Excel®.

Para caracterizacdo da amostra, foram calculadas inicialmente as médias,
desvios-padréo e valores maximos e minimos da hemoglobina encontrada para a

idade gestacional.

O modelo de regresséo linear e o suavizador Lowess foram utilizados para

descrever a relacédo entre a hemoglobina e a idade gestacional.

A analise dos dados foi feita utilizando-se o software estatistico “R”.
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5 RESULTADOS

O gréfico 1 compara a hemoglobina mensurada no sangue dos fetos incluidos no
estudo com a hemoglobina esperada, de acordo com a férmula original de
Nicolaides et al. Nesse grafico, a reta da equacdo de Nicolaides para os valores
de hemoglobina esperada encontra-se destacada em vermelho, enquanto os

pontos nao preenchidos representam os valores encontrados na amostra.

GRAFICO 1 - Hemoglobina encontrada no sangue dos fetos estudados (Hb_
encontrada) versus hemoglobina esperada (Hb_ esperada) para a idade
gestacional desses fetos, de acordo com a formula de Nicolaides et al., em g/dL
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O que se pode observar nessa primeira avaliacdo € que a hemoglobina
encontrada nos fetos avaliados apresenta-se significativamente mais dispersa do
gue o esperado. Os valores deveriam estar proximos da reta vermelha (X=Y) caso

a formula de Nicolaides et al. fosse adequada para descrever os dados. No
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entanto, o0s valores estdo distantes dessa reta e aproximam-se,
matematicamente, da linha preta central. A equagdo original prediz um ténue
crescimento da concentracdo de hemoglobina ao longo da gestacdo, enquanto
nos fetos estudados os valores mostraram-se praticamente constantes, em torno
de 14 g/dL. Dessa forma, concluiu-se que o modelo esperado nesta analise esta
predizendo mal os valores observados. O segundo passo do estudo foi, entédo, a
determinacdo de qual equacdo melhor descreveria os valores de hemoglobina

encontrados em nossa amostra, em funcéo da idade gestacional (GRAF. 2).

GRAFICO 2 - Relagdo entre os valores de hemoglobina fetal encontrados na

amostra, em g/dL (Hb_encontrada), e a idade gestacional (IG), em semanas
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A linha vermelha representa o suavizador ndo paramétrico, enquanto a linha preta
demonstra o ajuste de regresséo linear. De acordo com a avaliacdo estatistica, é

a linha vermelha que melhor descreve a relacdo entre a hemoglobina fetal e a
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idade gestacional, para a amostra estudada. Observa-se que a mesma é
praticamente constante, ou seja, indica que, entre 23 e 36 semanas de gravidez,

a hemoglobina manteve-se em torno do valor de 13,5 g/dL.
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6 DISCUSSAO E SUGESTOES

Um dos principais motivos para a realizacdo deste estudo foi a inexisténcia de
valores de referéncia longitudinais para a concentragdo plasmética de
hemoglobina personalizados para fetos brasileiros, o que afeta diretamente a
assisténcia prestada no Centro de Medicina Fetal. Ao longo de sua conducéo,
tornou-se progressivamente evidente a necessidade da criacdo de curvas de
crescimento e desenvolvimento fetais adequadas as nossas caracteristicas
populacionais. Porém, esse escopo demanda uma programacdo metodoldgica

complexa e completamente diversa do que a inicialmente estruturada.

Uma pesquisa que apresente como principal propésito a criacdo de gréaficos de
referéncia para a hematologia fetal implicaria o envolvimento de mdltiplos centros,
com a documentacao longitudinal da evolucao de fetos provenientes das diversas
regides do Brasil. Demandaria ainda a participacdo de instituicbes de niveis
primario, secundario e terciario de assisténcia, reduzindo a possibilidade de
vieses relacionados a selecdo amostral. Todas as equipes envolvidas na coleta
de dados deveriam ser habilitadas a partir da mesma metodologia e utilizar
ferramentas semelhantes de analise, o que geraria a necessidade de adaptacao
estrutural dos centros envolvidos e, sobretudo, a disponibilidade de recursos
humanos determinados a participar e conduzir o projeto da forma mais adequada

possivel.

Um pais de dimensdes continentais e com tamanha complexidade étnica, cultural
e climatica como o Brasil requer estudos com elevado niamero amostral, capaz de
representar caracteristicas particulares de cada territério. Sabe-se que, em nosso
caso, a tentativa de implementacdo das curvas padrdo etnia-especificas ja
existentes na literatura é inoportuna, devido ao alto grau de miscigenacao

populacional.

Outra implicacdo metodologica de estudos que envolvam a avaliacdo de

parametros fetais € a necessidade de obtencdo de uma condi¢do intrauterina
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“6tima” para o desenvolvimento do concepto, de forma a reduzir a interferéncia de
fatores ambientais modificaveis nos resultados obtidos. Na medida do possivel, o
grupo de pesquisa deve buscar o controle de aspectos como idade, nutricdo e
salde materna, exposicdo a medicamentos e a drogas licitas/ilicitas, exposicao a
agentes infecciosos e poluentes, condicbes bésicas de saneamento e
infraestrutura social, acesso adequado a cuidados pré-natais e, em Ultima analise,
o bom funcionamento da unidade feto-placentaria. Indiscutivelmente, todas essas
condicbes podem estar fora do dominio dos investigadores, mas devem ser
registradas e consideradas na andlise de possiveis diferencas encontradas nos
diversos sitios de estudo. A descricdo detalhada das condigcbes em que foram
obtidas as informacdes é essencial para a adequada validacdo externa dessas
curvas (UAUY et al., 2013).

Por fim, uma vez construidas e publicadas as curvas, os desfechos resultantes de
sua implementacdo devem ser cuidadosamente monitorizados, de forma a
eguacionar o real impacto dos novos parametros no cuidado gestacional em longo
prazo, essencialmente no que diz respeito & morbimortalidade materno-fetal. Para
tal, sdo primordiais a adesdo, o treinamento e a uniformidade dos médicos
assistentes em relacdo a interpretacdo de dados e a tomada de decisoes,

possivelmente um dos maiores desafios operacionais.

No ambito do presente trabalho, o maior desafio metodolégico foi a obtencao de
amostras de sangue fetal elegiveis para inclusdo no estudo. Em primeiro lugar,
sobrepbs-se a questdo ética. Frente aos riscos maternos e fetais intrinsecos aos
procedimentos invasivos, ndo se justifica a realizacdo de cordocentese em fetos
normais para fins exclusivos de pesquisa, 0 que reduziu nosso universo amostral
agueles fetos que, por motivos assistenciais, seriam necessariamente submetidos
a tal procedimento. Nao houve possibilidade de proceder a sele¢des elaboradas
ou realizar um célculo amostral especifico, uma vez que, frente ao exposto, era

compulsoria a limitagdo a amostra de conveniéncia originaria da nossa instituicao.

A analise hematimétrica das amostras de sangue obtidas também constituiu etapa
laboriosa. Em muitos momentos, apesar de todos os cuidados adotados durante a

coleta, da pericia dos profissionais envolvidos e da equipe de apoio disponivel,
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ndo foi possivel obter um volume de sangue fetal suficiente para inclusdo na
pesquisa. Por ser um vaso relativamente pouco calibroso e com consideravel
fragilidade parietal, € comum que ocorra perda do ponto de puncdo na artéria
umbilical, em decorréncia da movimentacao fetal ou até transfixacdo da mesma, o
que limita o volume de sangue obtido. Visto que frequentemente os riscos de uma
nova tentativa de pungdo superam os possiveis beneficios da obtencado de maior
volume amostral, optou-se por priorizar a realizacdo do cari6tipo para
determinacdo da conduta em relacdo a gestacdo, em detrimento de outras
informacdes passiveis de serem obtidas a partir desse procedimento, como bem
elucidado em nossa proposta ética inicial.

Em determinados casos, a amostra apresentou pequenos coagulos, formados
dentro da seringa ainda durante o processo de coleta, impedindo sua utilizagcéo
para fins de contagem celular. Por motivos evidentes ligados a protecdo da
circulacao fetal, ndo é habitual a coleta de sangue por cordocentese em seringas
gue contenham anticoagulantes. Uma vez coletada, a aliquota da amostra que se
destinara a andlise hematologica deve ser rapidamente transferida a outro
recipiente revestido por anticoagulante, porém nem sempre a agilidade da equipe
supera o0 tempo necessario para que microcoagulos se formem no tubo de coleta
e prejudiquem a progresséo da analise. Embora seja uma atividade habitual para
a equipe de Medicina Fetal do nosso servico, atribuem-se a cordocentese muitas
precaucdes e cuidados, uma vez que fatores como a movimentacéo fetal, o local
da insercdo placentaria do corddo e até mesmo a toler&ncia e sensibilidade

maternas ao procedimento podem inviabiliza-lo.

O terceiro maior obstaculo a execucdo deste trabalho foram as particularidades
relacionadas a técnica de estudo cromossOmico, jA que propusemos apenas a
inclusdo de fetos normais do ponto de vista genético. Como explicitado
anteriormente, o método de cariotipagem pela técnica de bandeamento G exige a
obtencdo de um numero minimo de linfécitos em metafase celular, que muitas
vezes nao pode ser alcancado dentro da amostra sanguinea obtida de nossos
fetos. Todos os processos que envolvem a cultura e manipulacdo de células
configuram desafios técnicos importantes na execucao de pesquisas, ja que estao

condicionados a influéncia de diversos fatores ambientais e intrinsecos a
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linhagem celular, que frequentemente fogem ao controle dos técnicos

laboratoriais.

Questdes relacionadas a interpretacdo do resultado genético, nos casos em que
este foi disponibilizado, também assumiram importancia no processo de selecao
amostral. Uma vez munidos dos cariétipos, era imperioso confirmar sua origem
fetal, j& que a técnica de cordocentese € passivel de coleta inadvertida ou
contaminagcdo com sangue materno. Para tal, foram definidos dois grupos
caracterizados inicialmente pela presenca ou ndao do cromossomo Y. O resultado
de caridtipo 46, XY (distinto do cariétipo 46, XX materno), assegura que a amostra
de sangue examinada é, de fato, fetal. Porém, nos casos em que o cariétipo
encontrado foi 46, XX, tornou-se necessario excluir a possibilidade de coleta de
sangue materno. A metodologia mais simples para estabelecer tal distingéo
consiste na avaliacdo do volume corpuscular médio das hemacias, que, no feto
saudavel, habitualmente €& superior a 100 fl, devido a presenca de hemacias
imaturas (caracteristicamente mais volumosas do que as hemacia do individuo
adulto) em sua circulacao periférica. Este € o ponto de corte que foi utilizado para
legitimar a amostra como representativa do sangue fetal. Nos casos em que o
cariotipo 46, XX, associou-se a VCM inferior a 100 fl, ndo foi possivel definir com
precisdo a origem do sangue coletado, o que determinou a exclusdo de 8% dos

pacientes (12 amostras).

Por fim, houve também subtracdo amostral relacionada a um viés intrinseco aos
trabalhos com componentes retrospectivos: em uma minoria de casos, 0S
registros de prontuario foram insuficientes ou inadequados para a inclusdo dos

pacientes no estudo.

Ainda que a amostra final disponivel seja de apenas 48 fetos, os resultados
apresentados na sec¢do anterior sao suficientemente robustos, ao serem
interpretados a luz dos conceitos estatisticos. O ajuste de regressao evidencia
que, nos fetos incluidos no estudo, ndo houve aumento significativo da
concentracéo de hemoglobina em funcdo do aumento da idade gestacional. Este

achado contradiz a férmula de Nicolaides, que reporta haver, em média, aumento
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mensal de 0,19 g/dL na concentracdo da hemoglobina fetal ao longo do segundo

e terceiro trimestres gestacionais.

Considerando a representacdo grafica, a inclinacdo da reta que retrata a
concentragdo de hemoglobina dos nossos fetos (GRAF. 2) é zero, com intervalo
de confianca entre -0,17 e 0,17. Observa-se que a constante de crescimento de
0,19 (encontrada no estudo original) ndo pertence ao intervalo de confianca obtido
no presente trabalho. Dessa forma, os dados encontrados nos permitem afirmar
que a férmula original ndo € adequada para classificacdo dos fetos que
constituem a amostra desta investigacdo. Este achado é, por si sg, suficiente para
impelir a construcdo de uma nova curva de referéncia para a concentracado de
hemoglobina fetal e a ado¢do de maiores cuidados em relacdo a terapéutica

intradtero nas instituicdes brasileiras.

Por outro lado, sdo conhecidos os pilares fisiologicos da hemodinamica humana,
em gue comprovadamente ha relacdo direta entre o volume sanguineo total, o
hematocrito e o peso corporal de um individuo, conforme explicitado pelas
equacdes a seguir (SCHULTZ, 2000; STANTON; KOEPPEN, 2004).

Fluido extracelular (plasma + liquido instersticial)= 0,2 x peso corporeo (kg)

|

Volume plasmatico = fluido extracelular x 0,25

1

Volume de sangue total = Volume plasmatico/ 1- hematocrito

Hematocrito = VCM x numero de hemacias
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Portanto, alicercados nesses conceitos, admite-se que deva existir algum grau de
elevacdo na concentracdo da hemoglobina ao longo da gestacdo, acompanhando
de forma direta o crescimento fetal. Acreditamos, no entanto, que esse
incremento na populacdo avaliada seja provavelmente inferior ao previsto por
Nicolaides et al. em sua férmula original. Considerando uma constante de
elevagao presumivelmente modesta, o tamanho da amostra pode né&o ter sido
suficiente para representar sua existéncia e amplitude, e por isso nossos dados

apresentaram-se constantes ao longo da evolucao gestacional.

Os resultados obtidos ndo causaram surpresa, ja que vao ao encontro da
hipétese que motivou a realizacdo deste trabalho, mas nos advertem, na medida
em que sdo compreendidas suas potenciais consequéncias. Ao tratar de forma
inadequada um feto, pode-se selar o destino de determinada gestacao, bem como
afetar toda a evolugéo desse individuo no que diz respeito as condicbes de saude
em longo prazo. Estudos consistentes revelam que a manipulacdo de qualquer
elemento do ambiente no periodo que se estende da concepcéo até a infancia
pode associar-se a mudancas permanentes na fisiologia conceptual. Grande parte
dessas alteracBes € atribuida a modificagcbes perenes na expressdo genética,
regulada por fatores como a metilagio do DNA e metilacdo/acetilacdo de
histonas, sem alteracbes diretas do genoma em si, mas apenas em sua
transcricdo, 0 que caracteriza a esséncia do conceito de epigenética
(GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007). Essa plasticidade do desenvolvimento
fetal ocorre em varias espécies e, provavelmente, implica a inducéo de atributos
de adaptacado do individuo ao tipo de ambiente em que ele vivera fora do utero,
promovendo, dessa forma, melhores condicbes de sobrevivéncia e de

perpetuacdo de sua carga genética (GLUCKMAN et al., 2005).

Guiados por essas informacdes, diversos grupos de pesquisa iniciaram um
movimento em busca de referéncias que sejam efetivamente adequadas as
caracteristicas ambientais e genéticas de diversas populagcbes mundiais e as
condicbes de vida atuais. S8o0 expoentes dessa nova tendéncia o estudo
International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21% Century
(INTERGROWTH-21%) (UAUY et al., 2013) e o estudo multicéntrico de referéncia
de crescimento conduzido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (The WHO
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Multicentre Growth Reference Study) (DE ONIS et al., 2004). A justificativa para a
realizacdo de ambos € que as atuais referéncias de crescimento fetal e neonatal
sdo baseadas em amostras restritas, com importantes limitacdes metodoldgicas.
Um bom exemplo € a antiga curva padrdao da OMS para o0 crescimento neonatal
por idade gestacional, que tinha como referéncia apenas uma populacdo de
recém-nascidos do estado da California (Estados Unidos) na década de 70
(WILLIAMS et al.,, 1982), provavelmente ndo representando adequadamente o
atual universo de neonatos. Os autores ressaltam que as populacdes tém sido
expostas a uma série de condi¢cbes sociodemogréficas, culturais e nutricionais
que tém profundo impacto em seus padr6es de desenvolvimento e que, até o
inicio deste século, ndo estavam disponiveis parametros de desenvolvimento que
realmente contemplassem as chamadas “populacdes saudaveis

contemporaneas’.

Outro ponto que ainda instiga os pesquisadores € o fato de, assim como ocorreu
para a curva de hemoglobina de Nicolaides et al., as antigas curvas de referéncia
terem sido geradas a partir de dados transversais, ou seja: foram realizadas
medidas Unicas de parametros biométricos de diversos fetos em diferentes idades
gestacionais, em vez de se acompanhar a evolucdo desses parametros para um
mesmo feto ao longo de seu desenvolvimento intrauterino. Como consequéncia,
essas curvas mostram-se Uteis para comparacdes entre individuos dentro de
determinada idade gestacional, mas apresentam consideraveis limitacdes quando
0 objetivo é julgar a adequabilidade da trajetéria de crescimento de um feto ou
neonato em particular e suas potenciais consequéncias futuras. Do ponto de vista
bioldgico, € mais valioso avaliar se houve desvio do padrao normal de progressao
do que julgar o valor absoluto de um parametro em um determinado momento
(UAUY et al., 2013).

Em 2014, um grupo de pesquisa estabeleceu referéncias para os parametros
biométricos de fetos brasileiros a partir da avaliagdo de mais de 31.000 gestacbes
entre 18 e 38 semanas de evolucdo (ARAUJO JR. et al.,, 2014a). Os autores
ponderam que diversos graficos de biometria fetal ja haviam sido publicados na
Europa e Asia, mas que todos foram criados a partir de populagdes homogéneas,

sendo provavelmente inapropriados para populacdées em que ndo ha grupos
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étnicos evidentes, como € o caso do Brasil. Estudos genéticos mostraram, por
exemplo, que 61% dos brasileiros que se consideram “brancos”, ao serem
questionados sobre sua raca, possuem elementos de ancestrais negros e
indigenas em seu DNA, em proporcbes de 28 e 33%, respectivamente
(CARNEIRO, 2009).

Em nosso pais, a maioria dos servicos pré-natais de referéncia ainda utiliza, para
fins de classificacdo e definicdo de risco, a tabela de peso fetal proposta por
Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer (1991), estruturada a partir de uma populagao
composta de 392 gestantes norte-americanas brancas de classe média, um grupo
gue pouco representa a populacédo brasileira como um todo. Quando compararam
0s pesos fetais médios de seu estudo com agueles estimados pela tabela classica
de Hadlock et al. (1991), os pesquisadores observaram que os valores de sua
amostra eram discretamente menores ao longo de todo o intervalo gestacional
estudado. Na conclusdo, inferem que o achado dispar decorre de
heterogeneidades raciais e genéticas, mas também sofre influéncia do reduzido

ndmero de casos avaliados no estudo norte-americano (FIG. 8).
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FIGURA 8 - Pesos fetais médios estimados (em gramas) de acordo com a idade
gestacional (em semanas) obtidos no estudo de Araujo Jr. et al. (2014) versus 0s
do estudo de Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer (1991)
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Observagdo: neste gréfico, as linhas sdlidas indicam os percentis 50, enquanto as linhas
pontilhadas indicam o 3° e 0 97° percentis. As linhas vermelhas representam o estudo brasileiro,
enquanto as linhas pretas indicam o estudo de Hadlock, Harrist e Martinez-Poyer (1991).

Fonte: adaptado de Aradjo Jr. et al. (2014a).

Ao analisar uma amostra vultosa de fetos de ascendéncia altamente miscigenada,
este estudo mostrou carater inédito e abriu as portas para que se explorassem
todas as possiveis diferencas dos nossos conceptos em relacdo aos demais da
populacdo mundial. J& existem hoje trabalhos publicados que contemplam curvas
de fetos brasileiros para parametros como translucéncia nucal (ARAUJO JR. et
al., 2014d), translucéncia intracraniana (PEIXOTO et al., 2016a), comprimento do
osso nasal (ARAUJO JR. et al., 2014c), diametro cerebelar transverso (ARAUJO
JR et al., 2015), diametro do atrio do ventriculo lateral (PEIXOTO et al., 2016b),
diametro da cisterna magna (ARAUJO JR. et al., 2014b), entre outros.

Em relacdo a hematologia fetal, ndo foram encontrados, na revisdo bibliografica
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efetuada, estudos que tenham avaliado linhagens celulares especificas,
circunstancia provavelmente atribuida as importantes limitacbes éticas e
metodoldgicas sobre as quais discorremos previamente. Ndo obstante, pudemos
identificar diversos trabalhos voltados para a construcdo de curvas populacionais
especificas da dopplervelocimetria de vasos fetais e até mesmo maternos. Em
alguns deles, evidenciam-se padrdoes de comportamento peculiares das ondas de
velocidade sanguinea, o que de forma indireta pode refletir caracteristicas

reologicas proprias desses individuos e de sua homeostase.

No Brasil, destaca-se uma pesquisa do Centro de Atencdo a Saude Integral da
Mulher da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (TAVARES et al.,
2013), que estabeleceu referéncias de parametros dopplervelocimétricos
materno-fetais para uma populacdo de gestantes brasileiras. Os autores justificam
a relevancia do trabalho alegando que, uma vez que as caracteristicas
hemodindmicas materno-fetais em situacfes de alto risco apresentam carater
evolutivo, a dopplervelocimetria durante a gestacdo seria mais bem interpretada a
partir de intervalos de referéncia longitudinais. E acrescentam o argumento de
que “pouco se sabe se as diferengas populacionais ou étnicas podem interferir

nos parametros dopplervelocimétricos gestacionais”.

Ao efetuarem a comparacao de seus resultados com os intervalos de normalidade
propostos nas publicacbes mais relevantes até aquele momento, Tavares et al.
(2013) detectaram semelhanca entre os valores das medianas tanto para os
indices de pulsatilidade da artéria umbilical quanto do ducto venoso, porém com
intervalos significativamente mais estreitos entre os percentis 5 e 95 na curva
brasileira. Na conclusdo, ponderam que as discrepancias poderiam ser
parcialmente justificadas pelo nimero de afericdes realizadas em cada estudo
(aproximadamente 500 medidas nos trabalhos internacionais contra 1.242
exames no trabalho brasileiro), o que contribui para o estreitamento entre os
percentis, mas ressaltam que néo é possivel saber até que ponto as diferencas

populacionais teriam contribuido para esses achados.

Da mesma forma, nossas observagcbes nao permitem afirmar que a curva de

Nicolaides n&do possa ser empregada em fetos brasileiros, mas alertam sobre o



69

fato de que, na amostra aqui registrada, ela ndo se encaixa como um modelo

ideal de classificacao e tratamento para o feto anémico.

Como principal ponto positivo deste estudo, ressalta-se o fato de todos os exames
ultrassonogréficos e cordocenteses terem sido realizados pelos mesmos
profissionais, com ampla experiéncia e capacidade técnica. Dessa forma,
controlam-se possiveis vieses relacionados a coleta amostral, registro e
interpretacdo de informacdes. Adicionalmente, 0 processamento e analise de
todas as amostras foram realizados por técnicas uniformes dentro de um anico
laboratério de referéncia, vinculado ao servico hospitalar. Isso garante a
confiabilidade e reprodutibilidade interna dos resultados, além de agilidade na

disponibilizacdo dos mesmos.

Considerando os entraves no que concerne a obtencdo de material bioldgico fetal,
julga-se que nossa populacdo foi a mais fidedigna possivel aos parametros de
fetos normais, com incluséo de toda uma série de casos ao longo de quatro anos
de atividades de um centro terciario especializado em assisténcia fetal. Destaca-
se ainda o cuidado de excluir da andlise todas as condi¢cfes que, até 0 momento,
sao reconhecidamente capazes de interferir na hematimetria fetal (vide secéo
4.1.2).

As limitacdes identificadas relacionam-se principalmente a sele¢cdo amostral, que
contemplou a populacao proveniente de apenas um centro médico terciario, o que
pode restringir a validacao externa dos resultados. Em segundo lugar, cita-se o
fato de todas as amostras de sangue terem sido coletadas de fetos com
malformacgBes estruturais diagnosticadas a ultrassonografia, ndo tendo sido
possivel incluir, em nossa analise, fetos absolutamente normais do ponto de vista
morfologico. Por envolverem riscos proibitivos para a gestante e, especialmente,
para o feto, procedimentos invasivos como a cordocentese estao proscritos para
fins exclusivos de pesquisa. Assim, a Unica forma de obter amostras de sangue
fetal sem interferir na evolucdo da gestacao seria a partir das cordocenteses

formalmente indicadas para fins assistenciais propedéuticos e/ou terapéuticos.
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Por fim, tecem-se consideracdes relacionadas ao arranjo amostral, que nao
apresenta uniformidade de distribuicdo de observagbes para cada idade
gestacional, o que resulta numa lacuna de precisdo para a construcdo de uma
nova curva de referéncia. Conforme estudo que trata da metodologia propicia a
construcdo de faixas de normalidade para varidveis fetais, seria necesséria
amostra de pelo menos 20 observacdes por idade gestacional para a construgcéo
de uma curva adequada, o que se denomina “Principio de Royston” (ROYSTON;
WRIGHT, 1998).

Observando esse principio, a constru¢do de um intervalo de normalidade para a
hemoglobina fetal entre 18 e 36 semanas de gestacdo demandaria pelo menos
380 amostras de sangue fetal, que poderiam ser obtidas de duas formas: pela
metodologia transversa, através da selecdo de 380 fetos em diferentes idades
gestacionais, ou pela metodologia longitudinal, através da monitorizacdo de pelo
menos 20 fetos durante toda a gestacdo, com a realizacdo de cordocenteses

mensais, técnica no momento inviavel do ponto de vista ético e assistencial.

Cabe aqui uma observacédo sobre a metodologia adotada por Nicolaides para a
construcdo de sua curva, em que nao sao reconhecidos principios estatisticos
qgue validem o calculo amostral. Enfatiza-se que em seu trabalho foram avaliadas
amostras de sangue de 210 fetos com idades gestacionais entre 17 e 40 semanas
(incluindo 10 coletas diretas do sangue do corddo umbilical imediatamente apds o
parto) e, entre esses, apenas 38 foram alocados na zona | do gréfico, considerada
a faixa de normalidade da concentracdo de hemoglobina durante a gestacéo. E
concebivel aceitar que, a época, tais preceitos matematicos ainda ndo estavam
consolidados e que o autor trabalhou, como de praxe, com a amostra disponivel
em seu centro de pesquisa. Ainda assim, compete-nos mencionar que a
existéncia atual de normas bem-estabelecidas para a validagdo desse tipo de
curva, postuladas por pesquisadores que se dedicam ao estudo da estatistica

meédica, fragiliza o uso inquestionavel da curva original.

Isso posto, depreende-se que, possivelmente, uma nova curva construida dentro
dos modelos preconizados forneceria informacgdes mais exatas e efetivas para o

manejo de doencas fetais. Houve significativa modificacdo nos paradigmas



71

estruturais das pesquisas, especialmente no que diz respeito aquelas que
envolvem a salde humana e condutas intervencionistas, o que deve ser

ponderado no ambito desta discussao.

Salienta-se, entretanto, que o objetivo deste trabalho consiste primariamente na
comparacao dos valores de concentracdo de hemoglobina fetal encontrados na
amostra com aqueles esperados segundo a curva classica de Nicolaides, sendo
possivel, em um segundo momento, refletir sobre a aplicabilidade desta ultima a

nossa populacéo.

Apos andlise critica dos resultados e de todos os fatores envolvidos no
desenvolvimento fetal no ambiente intrauterino, pode-se concluir sobre a
importancia da busca permanente por analises personalizadas, que se ajustem as
caracteristicas da populacdo da qual um individuo é proveniente. Diferentemente
do que se acreditava no passado, ndo é possivel, em Medicina, que se formulem
parametros Unicos aplicaveis a qualquer situacéo. Isso facilitaria enormemente a
pratica médica, mas nos levaria a cometer erros muitas vezes inadmissiveis.
Nosso estudo ilustra bem esse principio ao evidenciar que, aparentemente, a
férmula adotada em diversos centros mundiais para classificacdo e tratamento de
fetos anémicos ndo representa adequadamente as caracteristicas da populagéo

gue assistimos em nossa instituicao.

Ao admitir que a ciéncia médica € dinamica e que conceitos uniformes podem
apresentar equivocos, almeja-se atentar os pesquisadores para o fato de que
nem sempre estudos brilhantemente conduzidos, com respaldo estatistico e
argumentacao bem fundamentada, podem ser imediatamente adotados dentro de
nossa realidade de trabalho. Propfe-se um julgamento critico de toda e qualquer
metodologia e uma reflexdo continua sobre como e se tais achados podem ser

utilizados em beneficio dos nossos pacientes.

Frente a nobreza do cuidado de uma vida intrautero e de toda a expectativa que
ela encerra, sdo impreteriveis o empenho em reduzir incorrecdes e a busca pela
conduta mais precisa possivel para um bindmio singular. Em vista disso,

consideramos imperiosa a criacdo de uma curva de variagcdo da hemoglobina ao
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longo da gestacdo especifica para fetos brasileiros, a despeito de suas
importantes implicagbes metodoldgicas.

Recomendamos ainda que a tendéncia a “personalizagao” de curvas se estenda a
outros parametros fetais, ja que trabalhos publicados em outros paises e estudos
preliminares em nossa populagdo demonstraram importante heterogeneidade na
evolucdo conceptual intrautero, relacionada diretamente as caracteristicas
genéticas dos progenitores. Uma vez munidos da informacdo de que fatores
sociodemogréficos, culturais e étnicos sao capazes de interferir permanentemente
na fisiologia humana e que, de forma subsequente, a apresentacdo e
suscetibilidade as doencas séo afetadas por peculiaridades inerentes a populagéo
da qual um individuo € proveniente, somos convidados a refletir. A exceléncia da
assisténcia médica exige, entre outros requisitos, a contemplacéo cuidadosa das
particularidades, respeitando a complexa amalgama ambiental, social e genética
que guia os rumos da humanidade e que ainda ndo €& completamente

compreendida.
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7 CONCLUSOES

Apés a avaliacdo dos resultados, p6de-se concluir que a curva padrdo de
concentracdo plasmética de hemoglobina fetal publicada por Nicolaides et al.

(1988) ndo se encaixa como um bom preditor de normalidade para os fetos de
uma populacao brasileira.
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Anexo A — Parecer ético

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 50497715.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Henrique Vitor Leite
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 12 de novembro de 2015, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliacdo da férmula de calculo da hemoglobina fetal na
segunda metade da gravidez" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

f?m s sﬁ‘dc/eo@s %&ﬁ&

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amonio Carlos, 6627 — Unidade Adminisirativa Il - 27 andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (03 1) 3409-4592 - c-ipail: cocpi@pepsutimg.br



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

PARECER

PROJETO DE PESQUISA: AVALIACAO DA FORMULA DE CALCULO DA HEMOGLOBINA FETAL NA
SEGUNDA METADE DA GRAVIDEZ

PESQUISADORES: Prof. Henrique Vitor Leite
Lara Rodrigues Félix
Prof. Antonio Carlos Vieira Cabral

Profa. Alamanda Kfoury Pereira

1- OBJETIVO

Verificar a acuidade da férmula estabelecida por Nicolaides et al (1986) para calculo da
hemoglobina fetal de acordo com a idade gestacional e sua aplicabilidade na populagdo

brasileira.

A hipotese principal é de que a férmula testada corresponda a hemoglobina fetal efetivamente
encontrada na puncdo de sangue de corddo dos fetos da nossa populagdo.

2- ANALISE DO PROJETO
2.1- Relevancia do tema

Como o diagndstico preciso da anemia fetal e o tratamento envolvem procedimento invasivo e
com riscos potenciais a gestagdo, um diagnostico ndo invasivo preciso pode propiciar uma
reducdo do nimero de procedimentos e dos riscos envolvidos.

2.2- Avaliagdo critica dos objetivos

pratende-se correlacionar os valores de hemoglobina fetal esperada para a idade gestacional
obtida através da férmula de Nicolaides com os valores efetivamente encontrados em fetos

assumidamente normais do ponto de vista hematologico.
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2 3- Metodologia

O estudo serd realizado através de revisio de prontudrios de 43 fetos submetidos a
cordocentese no HC-UFMG entre 2013 e 2014. Serdo calculados os valores de hemoglobina
fetal esperada para cada idade gestacional e, a seguir, constatada a hemoglobina fetal
encontrada.

O protocolo propde a comparagdo das varidveis, aplicando teste de normalidade e
comparagoes paramétricas ou ndo paramétricas.

3- QUALIFICAGAO DO SOLICITANTE E EQUIPE DE TRABALHO

A equipe conta com 3 professores do departamento, qualificados e com experiéncia
reconhecida em medicina fetal.

4- ORCAMENTO E CRONOGRAMA

Os pesquisadores ndo serdo remunerados e ndo haverd custo adicional gerado pelo projeto.
Os dados serdo extraidos de prontuarios de gestantes submetidas a cordocentese no servigo
em 2013 e 2014

5- APROVEITAMENTO

Os resultados esperados podem ter impacto na assisténcia as gestantes com indicagdo de
cordocentese para transfursdo intra-Gtero como tratamento para anemia fetal. A avaliacdo da
acuracia do diagndstico pode permitir indicagdo mais criteriosa dos procedimentos invasivos e
minimizar as complicagdes inerentes aos mesmos.

6- ASPECTOS POSITIVOS (pontos fortes)

Esta avaliagdo permitira avaliagdo do atual protocolo terapéutico da anemia fetal e maior
precisdo dos tratamentos.

O projeto ndo gera despesas nem para pacientes nem para a instituigdo, assim como ndo
prevé visitas e procedimentos adicionais além dos ja realizados, de modo que ndo gera
transtorno para as pacientes.

7- ASPECTOS NEGATIVOS (pontos fracos)
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Como se trata de um estudo retrospectivo que buscara dados de cordocenteses indicadas por

suspeita de malformacio fetal, esta populagdo pode ndo refletir exatamente a populagdo de

fetos considerados “normais” em relagdo ao critério avaliado (hemoglobina fetal).

8- COMENTARIOS E RECOMENDAGOES

Sugerimos rever 0s instrumentos estatisticos a serem utilizados no estudo. Sugerimos célculo

de coeficiente de correlagdo.

9- PARECER CONCLUSIVO

Projeto aprovado.

AVALIACAO FINAL DA PROPOSTA
(x) APROVADO COM SUGESTAQ
( ) DILIGENCIA

() NAO APROVADO

Belo Horizonte, 22 de maio de 2015.

Marcia Cristina Franga Ferreira

Parecer anrovado nela Camara do GOD

em Ll /) S | Zo\S

Chefe do GO%G

Profa. Juliana Silva Barra
Subchefe do Departamento

de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina/UFMG
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Anexo C — Caridtipos com variantes da normalidade encontrados na amostra

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:41 Fl.: 3
Cliente: FETO DE NPF: ---
Dt. Nasc: RG: ===

Médico.: CAMILA DE MOURA DIAS
Clinica: 4 ANDAR - NORTE - MATERNIDADE
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 11377313

Coleta:20/08/2015 15:18 Liberacao:01/09/2015 06:56
CARIOTIPO COM BANDA G

Material: SANGUE DE CORDAO

Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULACAO

Numero de células analisadas: 30
Resolugdo: 350 bandas

RESULTADO:
46,XX, 15pstk+

Observacdo: O aumento do "stalk" do cromossomo 15 é uma variante encontrada na
populagdo normal.

Anaf ar allr
(SR IRTR TR
ONTRY 88 be 2
nu o €

C.L., FETO DE

Reagentes preparados pelo préprio laboratédrio.

] s el
Jwideumi 000U

Liberado por: EDIRLAINE 'SOARES DA SILVA - CRF-MG-9386

RESPONSAVEIS TECNICOS

Dra. Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosingela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12.822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG

CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:10 Fl.: 2
Cliente: FETO DE NPE: ===
Dt. Nasc: RG: ===
Médico.: DANIELA GUIMARAES SILVA
Clinica: GINECOLOGIA OBSTETRICIA - IJF
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 6243878

Coleta:16/05/2013 15:16

CARIOTIPO COM BANDA G

Material: Sangue de corddo

Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULAGAO

Liberac&o:13/06/2013 13:29

Nimero de células analisadas: 30

Resolugdo: 350-400 bandas

RESULTADO:

46,XY,16gh+

O aumento da heterocromatina do cromossomo 16 é uma variante
encontrada na populagdo normal.
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M.S.0. FETO DE

Reagentes preparados pelo préprio laboratério.

Liberado por: AMANDA DE LOURDES NUNES - CRB-MG 80366/04-D

RESPONSAVEIS TECNICOS

Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosangela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12.822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG

CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:08 Pl 2 2
Cliente: FETO DE NPE:: ==~
Dt. Nasc: RG: —~-

Médico.: DANIELA GUIMARAES SILVA
Clinica: 4 ANDAR - NORTE - MATERNIDADE
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 6199100

Coleta:09/05/2013 15:00 Liberagao:10/06/2013 20:21

CARIOTIPO COM BANDA G
Material: SANGUE DE CORDAO
Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULACAO

Nimero de células analisadas: 30
Resolucdo: 350-400 bandas

RESULTADO:

46,XY,16qgh+

0 aumento da heterocromatina do cromossomo 16 é uma variante
encontrada na populagdo normal.
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FETO C.F.B.

Reagentes preparados pelo préprio laboratério.

Liberado por: FRANCISCO DANILO FERREIRA PAULA - CRF-MG 9.768

RESPONSAVEIS TECNICOS

. Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosdngela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12.822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG
CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049




HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:32 Bl 2
Cliente: FETO DE NPF: ——-—
Dt. Nasc: RG:s ===

Médico.: LARA RODRIGUES FELIX
Clinica: CEMEFE (CENTRO MEDICINA FETAL)
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 10100938

Coleta:29/01/2015 14:48 Liberacao:11/02/2015 07:02
CARIOTIPO COM BANDA G

Material: SANGUE DE CORDAO

Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULACAO

Naumero de células analisadas: 30
Resolucdo: 350 bandas

RESULTADO:
46,X,Ygh+

Observacdo: O aumento da heterocromatina do cromossomo Y é uma variante encontrada
na populacdo normal.
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Reagentes preparados pelo préprio laboratério.

):(_fi .( AL J'/:A v, PO

Liberado por: EDYNARA ROCHA ARAUJO - CRBIO-76.884

RESPONSAVEIS TECNICOS

Dra. Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosdngela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12. 822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG

CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049



HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:15 Fl.: 2
Cliente: FETO DE NPF: ——-
Dt. Nasc: RG: ——-—

Médico.: JULIANA EUGENIO DE SOUZA
Clinica: 4 ANDAR - NORTE - MATERNIDADE
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 6289746

Coleta:23/05/2013 15:01 Liberagdo:20/06/2013 06:50

CARIOTIPO COM BANDA G
Material: Sangue fetal
Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULACAO

Nuimero de células analisadas: 30
Resolugdo: 350-400 bandas

RESULTADO:

46,X,Ygh-

A reducdo da heterocromatina do cromossomo Y é uma variante
encontrada na populacdo normal.
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FETO DE J.G.L.S.

Reagentes preparados pelo préprio laboratédrio.

Liberado por: AMANDA DE LOURDES NUNES - CRB-MG 80366/04-D

RESPONSAVEIS TECNICOS

Dra. Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosdngela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12.822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG

CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

Emissdo: 07/01/2016 as 20:14 Bl
Cliente: FETO DE NPF: ---—
Dt. Nasc: RG: ——-
Médico.: DANIELA GUIMARAES SILVA
Clinica: GINECOLOGIA OBSTETRICIA - IJF
Origem.: COLETA HOSPITALAR HC Pedido: 6243819

Coleta:16/05/2013 15:08

Liberagdo:18/06/2013 12:02

CARIOTIPO COM BANDA G
Material: Sangue de cordéo
Método: MOORHEAD et. al. (1960) MOD., COM ESTIMULACAO

Nuimero de células analisadas: 30
Resolugdo: 350-400 bandas

RESULTADO:

46,X,Ygh+

O aumento da heterocromatina do cromossomo Y é uma variante
encontrada na populacdo normal.
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Reagentes preparados pelo préprio laboratério.

Mhans

Liberado por: AMANDA DE LOURDES NUNES - CRB-MG 80366/04-D

RESPONSAVEIS TECNICOS

Dra. Myriam de Siqueira Feitosa CRM-MG 15.416 | Dra. Rosdngela Fatima Di Lorenzo Pires CRM-MG 12.822
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG - CRM-MG 2.946. Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia, Belo Horizonte - MG
CEP: 30.130-100 - Fones: (31) 3409-9600 | 9601 - CNPJ: 17217985003472 - CNES: 0027049
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Procedimento informado

Cordocentese
DECLARANTE
Nome:
Idade:
Endereco:
Telefone: ()
Identidade: Orgao expedidor:
Data de emisséo:
Paciente () Representante legal () Representante familiar () Responsavel ()
Obs.: No caso de o declarante ndo ser o paciente, preencher os dados do paciente.

PACIENTE
Nome:
Idade:

Endereco:

Telefone: ( )

Identidade: Orgéo expedidor:

Data de emissao:

DECLARO

Que o(a) doutor(a) ,

CRM namero ,

instituicdo

informou-me que, tendo em vista o diagnéstico de , €

conveniente e indicado proceder a CORDOCENTESE mediante pungéo transabdominal do cordao
umbilical para obter informag¢édo do cariétipo do feto, assim como realizar eventuais estudos

hematimétricos, bioquimicos, enzimaticos, hormonais, biolégicos e microbiolégicos.
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Esclareceu-me que:

1. Pode haver riscos potenciais para esse procedimento

- Genéricos: puncao placentaria, puncédo fetal, trauma de corddo, rotura da bolsa d’agua,
desencadeamento de parto e/ou aborto, infeccbes, enjoos, hemorragia materna, hemorragia
fetal, fracasso do procedimento.

- Personalizados (segundo circunstancias clinicas):

2.lgualmente me foram explicados tanto as caracteristicas da técnica do procedimento como os
cuidados que devo seguir ap6s 0 mesmo e que me comprometo a observar.

Dessa forma, manifesto que estou satisfeito e entendi as explica¢cdes que me foram prestadas em
linguagem clara e simples, esclarecendo-me todas as ddvidas que me acorreram.

Também entendi que, a qualquer momento e sem necessidade de dar alguma explicacdo, poderei
revogar o consentimento que agora presto.

Assim, declaro que agora estou satisfeito(a) com a informacdo recebida e que compreendo o
alcance e riscos do tratamento.

Por tal razéo e nessas condi¢cdes, CONSINTO que se realize a CORDOCENTESE proposta.
Reservo-me expressamente o direito de revogar a qualquer momento meu consentimento antes

que o procedimento objeto deste documento se realize.

Local e data:
Médico Paciente ou Representante ou Responsavel
Testemunhas:
REVOGACAO
Revogo o consentimento prestado na data de / / e nao desejo prosseguir 0

tratamento, que dou com esta por finalizado.

Local e data:

Médico: Paciente:

Centro de Medicina Fetal — HC/UFMG: (31) 3409-9422

Comité de Etica em Pesquisa (COEP-UFMG): (31)3409-4592

Av. Antdnio Carlos, 6.627 - Unidade Administrativa Il, 2° andar - Campus Pampulha.
Belo Horizonte MG — CEP: 31270-901.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

UG

FOLHA DE APROVACAO

AVALIACAO DA FORMULA DE CALCULO DA HEMOGLOBINA FETAL NA

SEGUNDA METADE DA GRAVIDEZ

LARA RODRIGUES FELIX

Dissertacdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pos-Graduagéo em SAUDE DA MULHER, como requisito para
obtencédo do grau de Mestre em SAUDE DA MULHER, area de concentragao

PERINATOLOGIA.

Aprovada em 16 de dezembro de 2016, pela banca constituida pelos

membros:

P

Lo~ S oS o, PR SN

Prof(a). Camila Romano Berindoague

UFMG

Belo Horizonte, 16 de dezembro de 2016.



