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Resumo

A presenca de aloanticorpos irregulares eritrocitarios da classe G, na circulacao materna, pode
causar sérias conseqiiéncias ao neonato. A aloimunizagdo pode ocorrer em diversas situagoes,
consideradas de risco, como partos com incompatibilidade sangiiinea, aborto, amniocentese,
transfusdes sangiiineas, dentre outras. Neste estudo foi verificada a presencga de aloanticorpos
circulantes regulares e irregulares, em mulheres atendidas no Programa de Gestantes Rh
Negativo (PGRhN) da Funda¢do de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).
Foi realizado um estudo retrospectivo e para o qual, foram levantados os registros de
gestantes atendidas durante o ano de 2003, como também, os dados de seus recém-nascidos.
Outro estudo, prospectivo, foi realizado e foram analisadas amostras de sangue de gestantes,
atendidas no PGRhN entre os meses de abril a novembro de 2004, como também de seus
recém-nascidos. Todos os testes utilizados foram preconizados pelo Manual Técnico da
American Association of Blood Bank (2005). A freqiiéncia de aloimunizagdo no estudo
Retrospectivo (5,6%) ndo apresentou diferenga significante com a do estudo Prospectivo
(3,5%). A freqliéncia de anticorpos fixados as hemadcias, nos recém-nascidos de maes
aloimunizadas, foi bastante alta, de 67% no estudo prospectivo e de 72,7% no estudo
retrospectivo. A freqiiéncia de aloanticorpos regulares da classe G foi de 87% nas gestantes
do estudo prospectivo e a incompatibilidade ABO materno-fetal foi de 17% para as maes O,
com filhos A ou B. O indice de aloimunizac¢do irregular no PGRhN ainda ¢ muito alto,
quando comparado aos trabalhos de outros autores, mostrando que devem estar ocorrendo
falhas na prevencdo e possiveis erros na administracdo da soroterapia, em situacdes de risco.
Ressalte-se ainda, a alta freqliéncia de aloanticorpos regulares da classe G, que podem induzir
a Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN) por incompatibilidade ABO.

Palavras-chave: aloimuniza¢ao; aloanticorpos, gestante, Rh negativo; doenga hemolitica do
recém-nascido.



Abstract

The presence of G class irregular erythrocyte alloantibodies in the blood circulation during
pregnancy may cause a series of consequences to the newborn. The alloimmunization can
occur under different situations, such as: blood incompatibility during delivery, miscarriage,
amniocentese, blood transfusion, among others, all considered being risky. This study
investigated the occurrence of regular and irregular circulating alloantibodies in women under
the care of the Program of RhD-negative Expecting Mothers (PGRhN) of the Amazonas
Hematology and Hemotherapy Foundation (HEMOAM). A retrospective study was carried
out compiling the data of all expecting mothers under care during 2003, as well as the
information regarding their newborns. A second study, prospective, was done by analyzing
the blood samples of expecting mothers under the care of the PGRhN between April and
November 2004, as well as the information on their respective babies. All tests were carried
out following the methodology presented in the American Association of Blood Bank
Technical Manual (2005). The comparison of the alloimmunization frequency between the
first (5.6%) and the second (3.5%) studies showed no significant difference. The frequency of
antibodies attached to the erythrocytes in the newborns of alloimmunized mothers were high,
67% in the retrospective study and 72.7% in the prospective study. The frequency of G class
regular alloantibodies was 87% in the prospective study and the ABO maternal-fetal
incompatibility was 17% in O type mothers with A or B type progeny. The occurrence of
irregular alloimmunization in the PGRhN is still high, comparing with the numbers of other
authors, indicating that the Program may be failing in preventing the problem to occur or
errors may have been made during the sorotherapy of patients under risk. Also, it was
observed a high frequency of G class regular alloantibodies which can cause the Hemolytic
Disease of the Newborn (HDN) due to ABO incompatibility.

Keywords: alloimmunization; alloantibodies; pregnant; RhD-negative; Hemolytic Disease of
the Newborn (HDN).
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Introduciao

Desde a descoberta dos primeiros grupos sangiiineos do sistema ABO por
Landsteiner, em 1900, até hoje foram descritos 29 sistemas sangiiineos diferentes (REID;
MOHANDAS, 2004; YAMAMOTO, 2004; DANIELS, 2005). Alguns desses, com antigenos
altamente imunogénicos, gerando a produ¢do de imunoglobulinas consideradas clinicamente

importantes, por causarem hemolise e reagdes transfusionais graves (DANIELS et al., 2004).

Exemplo disto ¢ a Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN) que ¢
classicamente atribuida a presenca de imunoglobulinas da classe G (IgG) maternas, contra o
antigeno D eritrocitario, do feto. As mulheres Rh negativo podem ser aloimunizadas pelo
antigeno D durante o parto do filho com incompatibilidade sangiiinea, ou ainda, em caso de
aborto, em transfusdo sangiiinea incompativel e apds alguns procedimentos obstétricos
invasivos, como cordocentese € amniocentese, dentre outras situagdes (MURRAY et al.,
1983; LEE et al., 1999; FUNG; EASON, 2003). A DHRN, por ser mediada por anticorpos, ¢
classificada como hipersensibilidade do tipo I (DIAS DA SILVA; MOTA, 2003; ABBAS;

LICHTMAN, 2005).

Durante a gestacdo, de mulheres aloimunizadas, em que ocorre incompatibilidade
sangiliinea materno-fetal, os aloanticorpos irregulares maternos atravessam a barreira
placentaria, através da ligacdo da por¢do Fc da imunoglobulina G com o receptor FcRn,
presente nas membranas das células placentarias. ApoOs atravessarem a placenta, as
imunoglobulinas atingem a circulagdo fetal e ligam-se aos antigenos D, presentes nas

membranas eritrocitarias (AHADED et al., 1999; HADLEY, 2002).

Os aloanticorpos irregulares anti-D, que revestem as hemadcias, com rarissimas
excegOes, sdo incapazes de ativar a via Classica do Sistema Complemento, devido a

conformacdo estereoquimica da proteina Rh. Esta proteina apresenta seis voltas, na membrana
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externa dos eritrécitos e, mesmo que todos os epitopos da proteina Rh estejam ligados as
imunoglobulinas, a distancia entre eles, impede que ocorra o acoplamento da por¢ao Clq, do
componente C1, com as regides Fc de duas IgG. Portanto, na DHRN causada pelo antigeno
D, ndo ocorre lise intravascular das hemadcias e sim a extravascular, pela agdo dos macrofagos

presentes no baco fetal (DANIELS, 1995).

Apos a lise das hemacias fetais, a medula dssea libera hemacias jovens, imaturas,
ainda com nucleos, os eritroblastos. Por esse motivo a DHRN ¢, também, conhecida como
Eritroblastose Fetal (HARMENING, 1999; BOWMAN, 2003). Com a liberagdo de
hemoglobina no bago, substancia cujo produto final ¢ a bilirrubina indireta, o figado do feto
ndo consegue conjugar toda a bilirrubina, para entdo excretd-la como urobilinogénio e/ou
estercobilinogénio. Entdo, ocorre uma impregnacdo de bilirrubina nos tecidos do recém-
nascido, ocasionando a ictericia. Dependendo da sua concentragdo, pode atravessar a barreira
hematoencefalica, provocando sérias lesdes neuroldgicas e desencadeando uma sindrome
chamada kernicterus. As regides possivelmente atingidas sdo: os nucleos da base, areas do
cortex cerebral e do tronco cerebral. Nos locais afetados os neurdnios sdo lesionados, ficando
seqiielas permanentes (SCHWOEBEL et al., 2004). Portanto, as manifesta¢des clinicas mais
freqlientes associadas a Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN) sdo: anemia,
ictericia, hepatoesplenomegalia, hidropsia, hiperbilirrubinemia ¢ em casos mais graves,

kernicterus (BOWMAN, 2003).

Ha 50 anos atras, a DHRN era a maior causa de morte perinatal. A letalidade atingia
cerca de 50% dos filhos de maes D (-) aloimunizadas pelo antigeno D (QUEENAN, 2002).
Nos ultimos quarenta anos, com o uso profilatico do soro “Imunoglobulina Anti-D”, foi
reduzido em muito a morbidade e a mortalidade infantil (MIYADAHIRA, 2000; CANNON et
al., 2003). O soro ¢ constituido por imunoglobulina Anti-D da classe G, que deve ser

administrado até trés dias apos o parto de recém-nascido, Rh positivo, em maes D (-), que
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ainda nao produziram o anti-D. O soro tem por finalidade neutralizar as possiveis hemacias
fetais, D (+), que passaram para a circulagdo durante o parto, evitando, desta forma, a
aloimunizagdo materna (MICTHELL et al., 1996). Com a evolucdo das técnicas neonatais,
como a transfusdo exsangiliineo, o numero de obitos caiu para 25% e o risco de morte para

4%, ap0ds o desenvolvimento da medicina fetal, em 2002 (QUEENAN, 2002).

Outros antigenos de sistemas sangiiineos estdo, também, associados a ocorréncia da
DHRN, como: ABO, Kell, Duffy, MNS, Diego, Kidd, Lutheran ¢ as proteinas C, c, E, e, do

sistema Rh (GEIFMAN-HOLTZMAN et al., 1997; HADLEY, 2002).

De acordo com KORNSTAD (1983), foram encontrados anticorpos contra os
sistemas Kell e Duffy, em cerca de 40% das gestantes D (+), durante o periodo de 1975 a
1980. No mesmo ano, 1983, foram relatados casos de DHRN causada por Anti-D, em
gestantes com tipo sangiiineo D fraco positivo. Em algumas situagdes pode ocorrer a
expressdo fraca do antigeno D, devido: 1) a variagdes quantitativas que sdo transmitidas
geneticamente; 2) ao efeito de posi¢do, sendo o mais conhecido o enfraquecimento do
antigeno D quando o gene C esta na posi¢do trans em relacdo ao gene D e, 3) a expressao
parcial por auséncia de um dos multiplos componentes do antigeno D. Estes casos sdo
chamados na pratica de D fraco, e se refere ao que era conhecido anteriormente como Du

(URBANIAK; GREISS, 2000).

As imunoglobulinas secretadas contra os polissacarideos do sistema sangiiineo ABO,
sd0 normalmente da classe M, porém, a maioria das mulheres de grupo sangiiineo “O”,
produzem imunoglobulinas IgG, anti-A, anti-B e anti-AB, que podem causar a DHRN
(BROUWERS et al., 1988a; ARAUIJO et al., 2003; COOK, 2004; AABB, 2005). No entanto,
ha registros de que mulheres dos grupos sangiiineos “A” e “B” também podem produzir, em

menor quantidade, anticorpos regulares IgG (CIANCIARULLO et al., 2003).
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Os anticorpos naturais e os imunes, da classe G, produzidos contra os antigenos do
sistema ABO, tém a capacidade de ativar a via Classica do Sistema Complemento e causar
lise extravascular das hemacias. No entanto, Brouwers e colaboradores (1988b) observaram
que o sistema complemento ndo foi ativado, in vivo, nos recém-nascidos do grupo sangiiineo

A, de maes O.

Estudo realizado no Hospital e Maternidade Santa Joana e Instituto da Crianca do
Hospital das Clinicas da FMUSP, Sao Paulo, SP, mostrou que 20% dos casos de DHRN eram

causadas pela incompatibilidade ABO, materno-fetal (CLANCIARULLO et al., 2003).

Com a finalidade de prevenir a DHRN, o HEMOAM (Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas, Manaus, AM, Brasil), desenvolveu o Programa de Prevengdo a
Doenga Hemolitica do Recém-Nascido, que desde 1991, presta assisténcia as gestantes Rh
negativo, com o objetivo de detectar aloanticorpos eritrocitarios. Esse programa atende cerca
de 265 gestantes por més (Dados obtidos no Nucleo de Estatistica do HEMOAM, 2003), além
de orientar e esclarecer as gestantes sobre a importancia deste acompanhamento,
contribuindo, assim para a diminuicdo da morbidade e mortalidade infantil, associada a essa

doenga.

Este trabalho teve por objetivo estudar o perfil imuno-hematologico das gestantes Rh
negativo, atendidas no HEMOAM (Fundagdo de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas,
Manaus, AM, Brasil), visando observar a freqiiéncia e classes de imunoglobulinas, regulares e
irregulares, e suas correlagdes com os fatores de risco para a aloimunizacdo e como indicativo

para a DHRN.



19

1 Levantamento Bibliografico

1.1 SISTEMAS SANGUINEOS
1.1.1 ABO

Em Viena, no ano de 1900, Karl Landsteiner realizou experimentos que dariam
origem a um novo ramo da ciéncia, a Imuno-hematologia. Landsteiner coletou amostras de
seu proprio sangue e de seus colegas e, das amostras, separou o soro € os elementos celulares.
Apos deixar reagir entre si, as hemacias e os soros, observou, em algumas misturas, reagao de
aglutinagdo visivel a olho nu. A partir desses experimentos, passou a investigar qual seria a
“substancia” indutora da aglutinagdo e que poderia ser a responsavel pelo insucesso de
algumas transfusdes sangiiineas, realizadas naquela época. Um ano mais tarde, Landsteiner,
dando continuidade aos seus experimentos, acabou por descobrir a existéncia de dois
antigenos - A ¢ B -, onde a presenca ou auséncia de um ou dos dois, era suficiente para
explicar a existéncia dos trés grupos sangiiineos: A, B e O. Landsteiner classificou os trés
grupos com base no padrao de aglutinagao, além de predizer a existéncia do quarto grupo
sangiiineo, o AB, que foi mais tarde confirmada por De Costello e Stiirli, seus discipulos, em
1902 (DANIELS, 1995; BATISSOCO; NOVARETTI, 2003; FIGL; PELINKA, 2004;

AABB, 2005).

O sistema ABO ¢ considerado, até hoje, o mais importante na clinica transfusional.
No entanto, o interesse por esse sistema sangiiineo nao se restringe apenas a essa area do
conhecimento, mas também, a uma variedade de campos da ciéncia, como Genética,
Antropologia, Biologia Molecular, Evolucao, Imunologia, dentre outros (YAMAMOTO,

2004).
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Além dos quatro principais grupos sangiiineos, A, B, AB ¢ O, foram encontrados
subgrupos, A,, As, Ay, A, Bs, Bx e Ba, que exibem diferentes padrdes e graus de aglutinagio.
Os antigenos A e¢ B inicialmente identificados sobre as hemadcias foram, posteriormente,
encontrados sobre a superficie de outros tipos celulares como, linfocitos, plaquetas, células
sinusoidais do bago, medula 6ssea, mucosa gastrica, endotélio capilar venular e arterial, além
de secre¢des e de outros fluidos como saliva, urina e leite. Portanto, o sistema ABO ¢
considerado, por alguns autores, sistema histo-sangiiineo. Devido a essa caracteristica, ¢ de
extrema importancia a determinagdo do grupo ABO, n3o apenas para as transfusoes
sangiliineas, como também, para o transplante de outros o6rgdos (SPALTER et al., 1999;

YAMAMOTO, 2004; DANIELS, 2005).

Os determinantes antigénicos A, B e H sdo carboidratos presentes em algumas
glicoproteinas e glicolipideos nas superficies das hemacias. Sdo sintetizados por uma série de
reacOes catalisadas pelas enzimas denominadas glicosiltransferases. Essas enzimas sao
responsaveis pela transferéncia dos carboidratos especificos, a-D-acetilgalactosamina e a-D-
galactose, para uma substancia de base, na membrana da hemdcia, formando os antigenos A e

B, respectivamente (GAMBERO et al., 2004; DANIELS, 2005).

A caracterizagdo genética dos principais alelos do sistema ABO foi primeiramente
descrita, em 1990, por Yamamoto e colaboradores. Os genes ABO estdo localizados em trés
loci diferentes. O locus ABO esta localizado no cromossomo 9 ¢ os outros loci, Hh ¢ Se estao
localizados no cromossomo 19. Esses genes ndo codificam diretamente seus antigenos
especificos, e sim, as enzimas que fazem o transporte dos aglcares, para a producdo dos
antigenos ABO. O passo final da biossintese desses antigenos ¢ catalisado pelas enzimas A e
B transferases, codificadas, respectivamente, pelos alelos funcionais A e B, do locus génico

ABO (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003; MATTOS; MOREIRA, 2004; YAMAMOTO,

2004). O gene H regula a formacgdo de uma enzima, O-2-L-fucosiltransferase, que adiciona
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um residuo de fucose a posi¢do C-2 do residuo galactose terminal da cadeia, levando a
formag¢dao do antigeno H. O gene Se ¢ diretamente responsavel pela expressio do H, e,
indiretamente, pelas expressdes de A e B, nas glicoproteinas presentes em secregoes epiteliais,

como a saliva (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

1.1.2 Rh

Levine e Stetson, em 1939, observaram reacdo transfusional em uma parturiente que
havia recebido uma bolsa de sangue de seu marido e cujo filho havia nascido morto, devido a
doenca hemolitica do recém-nascido. Este foi o primeiro caso relatado sobre

incompatibilidade do sistema sangiiineo Rh (DANIELS, 1995; AABB, 2005).

Em 1940, Landsteiner e Wiener, apds a imunizagdo de cobaias e coelhos com
hemaécias de macacos (na época Macacus rhesus — hoje Macaca mulatta), observaram que o
soro dessas cobaias imunes aglutinava cerca de 85% de amostras de sangue humano. Como os
anticorpos causadores da aglutinagdo foram produzidos contra hemécias de Macacus rhesus o
antigeno eritrocitario foi denominado de fator Rh. No mesmo ano, Levine e Katzin
observaram reacdo de aglutinacdo similar com soro de algumas parturientes. Também, em
1940, Levine e Peters observaram anticorpos com a mesma especificidade em pessoas que
haviam recebido transfusdo ABO compativel, porém, suas hemadcias eram desprovidas do
antigeno, detectado pelos anticorpos de cobaias imunes. Um ano mais tarde, esses
pesquisadores demonstraram que a reagdo transfusional observada era causada pelo mesmo
anticorpo, o anti-Rh. Em 1942, Fisk e Foord demonstraram que o anticorpo produzido em
cobaias ndo reagia com o mesmo antigeno que os anticorpos humanos. Somente, em 1963,
Levine e colaboradores descobriram que os anticorpos produzidos em cobaias reconheciam
antigeno de um novo sistema sangiiineo, o LW, homenagem dada aos pesquisadores

Landsteiner ¢ Wiener. Neste momento, sugeriram a mudan¢a de nomenclatura do
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heteroanticorpo para anti-LW (VERRASTRO et al., 1996; AVENT; REID, 2000; AABB,

2005).

Desde 1941 foi verificado que o Sistema Rh ndo se restringe apenas ao antigeno
descoberto, em 1939, por Levine e Stetson. Atualmente, sdo conhecidos mais de 45 antigenos
desse sistema. Os antigenos principais continuam sendo os cincos descritos até o final da

década de 40, que sdo: D, C, ¢, E ¢ e (BEIGUELMAN, 2003; AABB, 2005).

A partir dai, entdo, varios pesquisadores deram inicio a estudos, para conhecer a
estrutura genética do sistema Rhesus. Fisher e Race propuseram uma teoria, a qual afirmava
que o sistema Rhesus era constituido de trés genes localizados em trés loci diferentes os quais
nomearam de D, C e E. Rosenfield e colaboradores propuseram que o sistema era um
complexo génico denominado de Rh e que estava localizado em um tinico locus. J& em 1986,
Tippet definiu que o sistema Rhesus era composto por dois genes situados em dois loci
diferentes, o RhD, que codificava o antigeno D e o RhCE que induzia a expressdo dos

antigenos C e E (DANIELS, 1995).

Atualmente sabe-se que os antigenos Rh s3o codificados por dois genes, RHD e
RHCE, localizados no cromossomo 1. O RHD codifica os epitopos do antigeno D ¢ o RHCE,
nao somente os antigenos C/c ¢ E/e, mas também, outros antigenos como, C%, C* e o VS. Os
produtos dos genes Rh sdo proteinas que contém acido palmitico, porém diferem da maioria
das outras proteinas de superficie celular, pois ndo carregam oligossacarideos. O antigeno D ¢
composto por 417 aminoacidos, com peso molecular de [] 46 kDa, atravessa 12 vezes a
membrana da hemécia e expde seis voltas na superficie celular. Os antigenos Rh sdo
expressos na superficie das hemacias somente associados a glicoproteina RHAG. O fendtipo
D negativo ¢ devido a auséncia de parte dos epitopos ou da proteina RhD. Por ser um
complexo protéico, o antigeno D, o qual ¢ expresso exclusivamente na membrana de

hemacias, ¢ altamente imunogénico, comparado com outros antigenos do sistema Rh. A
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resposta imune induzida é T dependente, o que difere dos antigenos do sistema ABO que sao
carboidratos e promovem resposta imunoldgica independente de T CD4. Ao contrario do
sistema ABO, os individuos “D negativo” ndo produzem naturalmente anticorpos anti-D. A
producdo de imunoglobulinas anti-D ¢ resultado de transfusdo sangiiinea ou gravidez
incompativeis. Cerca de 80% de individuos D negativos, os quais receberam transfusoes
sangliineas D positivo, desenvolveram anti-D e esses anticorpos sdo direcionados
predominantemente contra seis ou sete epitopos da proteina D (DANIELS, 1995; AVENT;
REID, 2000; URBANIAK; GREISS, 2000; KUMPEL, 2002; BEIGUELMAN, 2003;

DANIELS, 2005; LE VAN KIM et al., 2005; AABB, 2005).

1.1.3 Antigenos Eritrocitdrios

A importancia clinica de qualquer antigeno eritrocitario depende basicamente de trés
fatores: 1) a freqiiéncia de individuos negativos para determinado antigeno e, portanto, com
possibilidade de serem imunizados na populagdo; 2) a imunogenicidade do antigeno em
questdo; e 3) a capacidade dos anticorpos em induzir a destrui¢do, in vitro, de eritrocitos

incompativeis (NOVARETTI, 1998).

Atualmente, estdo descritos mais de 250 antigenos diferentes associados a 29
sistemas de grupos sangiiineos. Alguns desses, com antigenos altamente imunogénicos
gerando a producdo de aloanticorpos considerados clinicamente importantes, por causarem

hemolise e reagdes transfusionais graves (DANIELS et al., 2004; DANIELS, 2005).

O antigeno eritrocitario D, considerado um dos mais imunogénicos, ¢ responsavel
por 50% dos casos de aloimunizacdo materna, o restante deve-se a incompatibilidade por
antigenos pertencentes a outros sistemas sangiiineos, entre eles, ABO, Kell, Duffy, MNS,
Kidd, Lutheran e Diego (HEDDLE et al., 1993; HOELTGE et al., 1995; GEIFMAN-

HOLTZMAN et al., 1997; HADLEY, 2002).
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1.2 LiNnrocitos B E IMUNOGLOBULINAS

1.2.1 Linfocitos B

Os linfocitos B expressam, na superficie de membrana, imunoglobulinas que atuam
como receptores de antigenos (BCR). O rearranjo dos genes das imunoglobulinas ¢ feito
durante o desenvolvimento ontogenético do linfocito B. Portanto, cada linfécito B constroi, na
linhagem somatica, seu proprio sitio de reconhecimento do epitopo, o qual estard presente em
todas as imunoglobulinas produzidas pelas células B oriundas de um mesmo clone (OLLILA;

VIHINEN, 2005).

Atualmente, existem descritas trés subpopulagdes de células B: B1, B2 e MZ B
(MARTIN; KEARNEY, 2001; COOK, 2004). As subpopulagdes diferem na expressiao de
moléculas de superficie de membrana e na localiza¢ao anatomica. A maioria dos linfocitos B1
apresenta os marcadores celulares CD5, CD23" e B43" e expressa, ainda, na membrana,
concentragdes altas de IgM e baixas de IgD. As células B1 constituem a maior populacao de
linfécitos em neonatos. Durante o inicio da vida, as células Bl sdo substituidas nos
compartimentos periféricos pelas células B2, mas permanecem confinadas nas superficies
serosas. Nos adultos, a populacdo de células B1 representa cerca de 5 a 10% dos linfocitos B e
esta localizada nas cavidades peritoneal e pleural. A populacdo de linfocitos B1 ¢ mantida,
principalmente, pelo mecanismo de auto-renova¢do do que por reposi¢do realizada pela
medula 6ssea. A ontogenia ¢ as fungdes desempenhadas pelos linfocitos B1 ainda sao
controversas. Os receptores de antigenos dos linfocitos B1 sdo formados por recombinagio
somatica, porém, possuem uma diversidade limitada e reconhecem principalmente
polissacarideos. Essas células estdo envolvidas no reconhecimento de padrdes antigénicos
presentes em patogenos ¢ desenvolvem resposta imunoldgica, independente TCD4", e, por
estes motivos, pertencem ao Sistema Imune Inato que ¢ considerado a primeira linha de

defesa do organismo. As células Bl s3o as principais responsaveis pela produgdo de
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anticorpos naturais ou regulares contra os antigenos do sistema sangiiineo ABO (MARTIN;

KEARNEY, 2001; ANSEL et al., 2002; COOK, 2004).

Os linfocitos B2, conhecidos como linfécitos B, expressam em suas membranas
concentragdes baixas ou intermedidrias de IgM e altas, de IgD. Localizados em orgaos
linféides secundarios e na circulagdo sangiiinea, podem recircular entre os foliculos do bago ¢
dos nodulos linfaticos. Os linfocitos B2 expressam receptores, também formados por
recombinagdo somadtica, porém apresentam enorme diversidade. Os linfocitos B2
desenvolvem resposta imunoldgica aos antigenos protéicos e, por isso, sao dependentes das
citocinas liberadas pelos linfocitos TCD4" (MARTIN, KEARNEY, 2001; ANSEL et al, 2002;
COOK, 2004). As células B2 ativadas sofrem expansdo clonal, diferenciando-se em
plasmocitos e células de memoria. Os plasmocitos produzem e secretam as imunoglobulinas,
que auxiliam na neutraliza¢do do antigeno. Os anticorpos irregulares sao produzidos pelos
linfocitos B2, pois os antigenos do sistema Rh sdo proteinas (DIAS DA SILVA; MOTA,

2003).

Os linfocitos MZ B exibem fenétipo relativamente homogéneo (IgM*, IgD™,
CD23, CD9', altas concentragdes de CD21 e baixas de CD5) e s3o encontrados
predominantemente na zona marginal (MZ) do bago. Os linfocitos Bl e MZ B apresentam
semelhancas como: diversidade limitada de receptores de antigenos e resposta aos antigenos
polissacarideos, presentes nas capsulas de patéogenos. Por exemplo: Streptococcus
pneumoniae, Neisseria meningitidis € Haemophilus influenze do tipo b. Os linfoécitos MZ B
desempenham papel importante na remocdo de células senescentes, debris apoptdticos e

complexos imunes (MARTIN; KEARNEY, 2001; COOK, 2004).
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1.2.2 Imunoglobulinas

Imunoglobulinas sdo proteinas globulares produzidas a partir da ativacdo e
diferenciagdo de linfocitos B, em plasmocitos. As classes e subclasses de imunoglobulinas
descritas para espécie humana sao: IgA (IgA, e IgA,), IgD, IgE, 1gG (IgG, IgG,, 1gGs e 1gGs)

e IgM (GIRELLO; KUHN, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Para a imuno-hematologia, as classes de imunoglobulinas mais importantes sdo a
IgM e a IgG. A IgM ¢ a primeira imunoglobulina a ser secretada nas respostas imunologicas.
Devido a sua estrutura pentamérica, a IgM ¢é potente ativadora do componente C1 da via
Cléssica do Sistema Complemento, porém, incapaz de atravessar a barreira placentaria. A
maioria dos anticorpos naturais pertence a essa classe de imunoglobulina. Muitos desses
anticorpos sdo geralmente anticarboidratos, possuem baixa afinidade e amplo espectro. As
células B1 e MZ B secretam os anticorpos naturais apds serem estimuladas, principalmente,
pelos polissacarideos de bactérias que colonizam o trato gastrintestinal. A producdo de
anticorpos naturais também pode ser estimulada por alimentos, graos de pdlen e bactérias
presentes na natureza. As reacdes transfusionais do sistema ABO ocorrem devido a ligagao

cruzada desses anticorpos naturais com os residuos de agucar presentes nas superficies dos

eritrocitos dos tipos sangiiineos A, B e AB (MARTIN; KEARNEY, 2001; COOK, 2004).

Outra imunoglobulina muito importante para a imuno-hematologia ¢ a IgG, a
principal imunoglobulina sérica. A classe G estd dividida em quatro subclasses: 1gG,, 1gG.,
IgG; e IgGs. O indicador numérico, das subclasses, foi atribuido de acordo com suas
concentragdes séricas. Algumas subclasses de IgG tém maior capacidade de ativar o sistema
complemento, sendo a IgGs a mais potente, seguida por IgG; e 1gG,. A I1gG4 ndo desempenha

essa funcao (DIAS DA SILVA; MOTA, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A IgG ¢ a Uinica imunoglobulina que ultrapassa a barreira placentéaria. O transporte

materno-fetal de IgG ¢ mediado pelo receptor FcRn, presente no sinciciotrofoblasto.
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Recentemente, o receptor FcRn foi, também, identificado no intestino de fetos humanos
(SHAH et al., 2003). O receptor FcRn intestinal transporta IgG do liquido amnidtico para a
circulagdo fetal. A producdo de IgG no feto ¢ reduzida. A maioria das imunoglobulinas
circulantes nos recém-nascidos ¢ de origem materna. Shah e colaboradores (2003) detectaram
niveis baixos de IgG no plasma de fetos com 12 semanas de vida. As imunoglobulinas fetais
atingiram concentragdes semelhantes as maternas, na 26° semana de gestacdo. A elevagdo das
concentragdes de IgG no soro fetal, observada entre a 15* e 33" semanas de gestacao,
coincidiu com o aumento de imunoglobulinas no liquido amnidtico e, também, com o
momento em que o feto comegou a ingerir. Os autores sugerem que a transferéncia das
imunoglobulinas, no inicio da gravidez, deve ser realizada via FcRn intestinal, através da
ingestao do liquido amnidtico, pois a transferéncia de IgG, via FcRn placentaria, s ocorre
apds a 22* semana de gestagdo. O receptor FcRn é semelhante a molécula do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) da classe I por conter uma cadeia transmembranica
associada a [3, microglobulina. Porém, a ligagdo da IgG com o FcRn ndo ¢ igual a que ocorre
com os peptideos na apresentagdo aos linfocitos T CD8+. Todas as subclasses ultrapassam a
barreira placentdria, sendo que a IgG, é transportada com maior eficiéncia e a 1gG,, com
menor (RAVETCH; BOLLAND, 2001; RADAEV; SUN, 2001; SHAH et al., 2003;

SIMISTER, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A IgG desempenha fun¢do de opsonina, pois as células fagociticas como neutrofilos

e macrofagos possuem receptores de alta afinidade (FcyRI) e de baixa afinidade (FcyRII)
para a porcao Fc. Das subclasses de IgG, as melhores opsoninas s3o a IgG, e a IgG;

(RAVETCH; BOLLAND, 2001; RADAEV; SUN, 2001).

Outra atividade auxiliada pela IgG ¢é a citotoxicidade mediada por anticorpos
(ADCC). As células exterminadoras naturais (NK) possuem receptores para Fc, o FcyRIII,

que se ligam as imunoglobulinas presentes na membrana das células-alvo. O receptor FcyRIII
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por possuir baixa afinidade reconhece apenas as IgG agrupadas nas superficies celulares. As
subclasses IgG, e 1gG; apresentam maior afinidade pelo receptor FcyRIII e, portanto, sdo mais
eficazes na ADCC (RAVETCH; BOLLAND, 2001; RADAEV; SUN, 2001; ABBAS;

LICHTMAN, 2005).

Alguns antigenos ndo-protéicos sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos
naturais da classe G, principalmente IgG,, além de IgM, porém o mecanismo de mudancga de
1sOtipo, na auséncia de linfocitos T auxiliares, ainda ndo ¢ conhecido (MARTIN; KEARNEY,
2001; COOK, 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2005). Anticorpos, contra os antigenos
glicolipidicos A e B do Sistema sangiiineo ABO, sdo exemplos desses anticorpos naturais da
classe G, que sdo capazes de causar a Doenga Hemolitica do Recém-Nascido em filhos de

maes com grupos sangiiineos incompativeis (BROUWERS et al., 1988a).

A IgG, foi encontrada em amostra do corddo umbilical a partir da 20* semana e a
IgGs; a partir da 28 semana de gestagdo. Anemia severa, observada em casos de DHRN, foi
atribuida a presenga de IgG,, presumidamente por ultrapassar a barreira placentaria antes da
IgG; e permanecer por mais tempo na circulagdo fetal. No entanto, quando as duas subclasses
de imunoglobulina foram testadas, a IgG; induziu maior aumento no nivel de bilirrubina

(URBANIAK; GREISS, 2000).

1.2.3 Classificacdo dos anticorpos

Os anticorpos podem ser agrupados, na Imuno-hematologia, segundo Girello e Kiihn

(2003), de acordo com a origem e estimulo do antigeno:

a) heteroanticorpos - sao produzidos contra antigenos de espécies diferentes e os
isoanticorpos sdo produzidos contra antigenos da mesma espécie;

b) aloanticorpos - sdo resultantes da imunizagdo acidental ou planejada, com
antigenos diferentes aos do receptor, mas encontrados em individuos da mesma
espécie. Os aloanticorpos podem ser denominados regulares, como aqueles
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produzidos contra os antigenos do sistema sangiiineo ABO; e irregulares, para os
anticorpos secretados contra os antigenos dos sistemas Rh, Kell etc;

¢) anticorpos naturais — sao produzidos principalmente contra carboidratos, surgem
naturalmente nos primeiros meses de vida. Os antigenos do sistema ABO induzem
a producdo de anticorpos naturais regulares. Os anticorpos produzidos, por
exemplo, para os antigenos dos sistemas sangiiineos I, P, MNS e Le sdo
denominados de naturais irregulares;

d) auto-anticorpos — sdo aqueles produzidos contra constituintes do proprio
organismo, que passaram a ser reconhecidos como antigenos ‘“nao-proprios”
pelo sistema imunolédgico do individuo.

Entre os anticorpos produzidos contra os antigenos do sistema ABO, temos também
os denominados: naturais e imunes. Os primeiros sdo produzidos a partir do terceiro més de
vida, quando em contato com substancias, como bactérias ubiqiitarias, que apresentam
semelhanca com os antigenos ABO ausentes nas células do individuo. Ja os anticorpos
imunes podem ser produzidos a partir de heteroimunizacdo por substincias de origem animal
ou bacteriana, como na soroterapia antidiftérica ou antitetdnica, como também, por

aloimunizagao, por gestacdo ou transfusdo ABO incompativel (GAMBERO et al., 2004).

1.3 DoeEnca HemoLitic4a po RECEM-INASCIDO
1.3.1 DHRN - ABO
A Doenca Hemolitica do Recém-Nascido causada pela incompatibilidade ABO foi

descrita, pela primeira vez, em 1944 por Halbrecht (BROUWERS et al., 1988a).

Dentre os grupos sangiiineos, o sistema ABO induz a incompatibilidade materno-
fetal mais freqiiente e, difere da incompatibilidade Rh, por causar mais complicagdes em

neonatos do que nos fetos (MCDONNELL et al., 1998).

A DHRN causada pela incompatibilidade ABO ¢ tipicamente caracterizada por
ictericia, sem anemia significativa e usualmente segue um curso benigno. Este tipo de

incompatibilidade ocorre em 20 a 25% das gestagdes e as criangas mais afetadas sdo aquelas
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pertencentes aos grupos sangiiineos A e¢ B, nascidas de maes do grupo O (ZIPRIN et al.,

2005).

A incidéncia de DHRN causada pela incompatibilidade ABO, no Reino Unido, foi de
2% para todos os nascimentos, mas para doenga hemolitica severa a freqliéncia foi de 0,03%.
A hidropsia fetal associada a incompatibilidade ABO ¢ extremamente rara (MCDONNELL et
al., 1998). Apenas em nove casos de DHRN, causada por incompatibilidade ABO, foi relatada
hidropsia. Em nenhum desses casos foi necessaria transfusdo intra-uterina. Dentre os
neonatos, que desenvolveram hidropsia, foi observada maior incidéncia nos da etnia negra, ou
mesti¢a, do que nos da etnia branca. A maior freqiiéncia de hidropsia foi observada, também,

em crian¢as do grupo sangiiineo B (ZIPRIN et al., 2005).

A severidade da DHRN causada por anticorpos anti-A e anti-B deve-se também a
subclasse a qual a IgG pertence. As subclasses consideradas imunes sdo IgG; e IgGs. No
entanto, a IgG, é a subclasse mais freqiiente nos casos de incompatibilidade ABO materno-
fetal e ndo confere lise celular, pois ativa fracamente a via classica do Sistema Complemento.
Outro fator que ameniza a severidade da DHRN-ABO ¢ a localizagdo dos antigenos
correspondentes, os quais estdo distribuidos por varias células e tecidos do organismo do
recém-nascido e, por esse motivo, poucos anticorpos naturais maternos ficam disponiveis para
se ligarem aos sitios antigénicos A ¢ B das hemacias nos neonatos (BROUWERS et al.,

1988a).

Em Amsterda, no laboratério da Cruz Vermelha, foi observado que as hemaécias do
cordao umbilical ndo eram lisadas quando em contato com anticorpos IgG anti-A e anti-B, in
vitro. Os pesquisadores observaram também que apesar do resultado positivo para o teste de
antiglobulina direto (TAD), ndo foram encontrados fragmentos de componentes do sistema
complemento e deduziram, desta forma, que os anticorpos ndo eram capazes de ativar a via

Classica do complemento, in vivo (BROUWERS et al., 1988b).
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Em outro estudo similar, realizado em Okayama, no Japao, Ukita e colaboradores
(1989) observaram grupos de neonatos com DHRN causada por anticorpos ABO. Testes
realizados em neonatos com resultado de TAD positivo, sem sinais e sintomas de DHRN,
apresentaram baixas concentracdes de IgG; e altas, de IgG,. Em outros neonatos com TAD
positivo e sintomas de DHRN, a quantidade de IgG, era suficiente para causar hemdlise.
Outro grupo estudado foi o de neonatos que apresentaram resultado de TAD negativo e
sintomas de DHRN. Neste grupo, os pesquisadores detectaram, por eluicdo, IgG; fixadas as
hemacias, em concentragdes suficientes para causarem hemolise e, no entanto, os resultados

para o teste de antiglobulina direto foram negativos (UKITA et al., 1989).

1.3.2 DHRN - Rh

O primeiro relato de hidropsia fetal foi descrito por Hipdcrates, em 400 a.C. Porém,
em 1609, uma parteira da corte francesa descreveu hidropsia em um recém-nascido, no qual
seu irmao gémeo havia falecido dias antes, com severa ictericia. Este caso pode ter sido o
primeiro relato de DHRN, apesar de na época ndo se ter conhecimento da existéncia dos

grupos sangiiineos (BASKETT, 1998; URBANIAK; GREISS, 2000).

Hidropsia é o acimulo de liquido no feto que apresenta desde edema dos tecidos

frouxos até derrame pericardico, ascite e derrame pleural (COUTO et al., 1994).

Diamond e colaboradores, em 1932, observaram que a anemia congénita, ictericia
grave e hidropsia fetal eram manifestacdes da mesma doenga, cujo nome era eritroblastose
fetal. Essa descoberta foi confirmada, em 1934, por Hawskley e Lightwood. Tempos depois,
essa enfermidade passou a ser conhecida universalmente como Doenga Hemolitica do Recém-
Nascido (DHRN). Em 1938, Darrow relatou que a hemodlise era causada por anticorpos
maternos que ultrapassavam a barreira placentéria e atingiam a circulagao fetal (URBANIAK;

GREISS, 2000).
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Em 1943, Levine observou que a doenga hemolitica, causada pelo fator Rh, era
menos severa quando a mae possuia tipo sangiliineo do Sistema ABO incompativel com o do
recém-nascido. Sugeriu que essa incompatibilidade poderia impedir com que a mae
produzisse anti-D. Atualmente, esse mecanismo de protecao ¢ conhecido. Durante a gestagao
e, no parto, ocorre a passagem de hemacias fetais para a circulagdo materna. No caso de
incompatibilidade materno-fetal do sistema ABO, os anticorpos naturais, anti-A e (ou) anti-
B, da gestante, ligam-se, imediatamente, ao eritrocito do concepto e, apos ativagdo da via
classica do sistema complemento, ocorre a lise das hemadcias fetais. Essa destrui¢ao
intravascular das hemacias fetais D (+), na circulagio materna, impede que a resposta
imunoldgica, contra o antigeno D, seja iniciada (MOLLISON et al., 1997; BEIGUELMAN,
2003). De acordo com Hadley (2002) a protecdo de aloimunizagdo conferida por anticorpos

anti-A foi de 90% e de 55% para o anti-B.

Em 1954, Chown associou a hemorragia feto-materna com a produgao de anticorpos

maternos (URBANIAK; GREISS, 2000).

No estudo realizado por Mollison e colaboradores (1997) foi observada resposta
imunoldgica em diferentes haplotipos para o sistema Rh. Os haplétipos R2 (DcE)
desenvolveram resposta imunolédgica mais exacerbada do que R1 (DCe). Os haplotipos R1
possuem entre 9000 a 14600 numeros de sitios antigénicos D por hemadcia, enquanto os R2,
entre 14000 a 16000. Tal afirmacdo foi comprovada, pois os fetos que possuiam haplétipos
R2 desenvolveram anemia mais severa que os fetos com haplotipos R1 (AABB, 2005).
Existem também evidéncias de que fetos do sexo masculino desenvolvem anemia mais severa

que fetos femininos (ULM et al., 1998).

A DHRN causada pelo antigeno D é um exemplo classico de Hipersensibilidade do

Tipo II mediada, principalmente, pelas imunoglobulinas IgG, e IgGs;, que ultrapassam a
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barreira placentaria (ARAUJO et al., 2003; DIAS DA SILVA; MOTA, 2003; ABBAS;

LICHTMAN, 2005).

1.3.3 DHRN - Outros Sistemas Sangiiineos

Em 1960, foi relatada a importancia de aloanticorpos menos freqiientes, contra
antigenos de outros sistemas sangiiineos, como causa de doenca hemolitica do recém-nascido

(DHRN) (GEIFMAN-HOLTZMAN et al., 1997).
Mais de 43 antigenos diferentes foram associados a DHRN (MOISE Jr, 2000).

Bowman e pesquisadores, em 1992, relataram que cerca de 5% dos neonatos, de
mulheres fenotipadas como Kell negativo, eram acometidos pela doenca hemolitica do recém-

nascido (SCHUMACHER; MOISE, 1996).

De acordo com o trabalho de Kornstad (1983), os anticorpos irregulares mais
freqlientes em gestantes D (+) foram contra os antigenos dos sistemas Kell e Duffy, em 40%

dos casos.

Em um estudo de caso, realizado no Banco de Sangue de Nova York, Cash e
colaboradores (1999) atribuiram, as imunoglobulinas Anti-G maternas, a causa da DHRN do

recém-nascido, o qual apresentou anticorpos fixados as suas hemacias.

Novaretti e colaboradores, em 2003, identificaram e observaram alta freqiiéncia do
aloanticorpo anti-U em gravidas negras. Os aloanticorpos Anti-U sdo capazes de causar
DHRN e, por esse motivo deve ser realizado, durante a gestacdo, a pesquisa de anticorpos

irregulares, Anti-U, principalmente entre mulheres negras.
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1.4 ExAames DE PRE-NATAL PARA 0 ACOMPANHAMENTO DE GESTANTES RH NEGATIVO E MEDIDAS
ProriLATicas PaR4 4 DHRN.

1.4.1 Exames
Em 1945, Coombs, Mourant e Race descreveram procedimentos para detectar
anticorpos incapazes de produzir aglutinagdo. Nesse teste foram utilizados anticorpos contra

globulinas humanas e foi chamado de “Teste de Antiglobulina Humana” (AABB, 2005).

Desde entdo foi aplicado o “Teste de Antiglobulina Indireto” (TAI) (também
conhecido como Coombs Indireto) para a Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI). Esse teste
também ¢ utilizado para detectar a presenga de aloanticorpos eritrocitarios em gestantes frente

a suspensdo de hemadcias de triagem (AABB, 2005).

Para o recém-nascido ¢ utilizado o “Teste de Antiglobulina Direto” (TAD) (também
conhecido como Coombs Direto), para detectar imunoglobulinas ou fragmentos de
componentes do Sistema Complemento fixados as superficies das hemacias. O TAD ¢
considerado apenas um entre varios indicadores da Doenga Hemolitica do Recém-Nascido. O
diagnodstico de hemolise imune ¢ baseado nos sinais clinicos, bioldgicos e pela demonstragao
dos anticorpos fixados as hemacias através do TAD. Entdo, o diagnostico de DHRN ¢
comprovado pela presenga de ictericia, exame de bilirrubina, hematécrito e contagem de
reticuldcitos do recém-nascido, além da pesquisa de anticorpos irregulares maternos e o TAD

do recém-nascido (HARMENING, 1999).

A titulacdo dos anticorpos maternos deve ser realizada quando o Teste de
Antiglobulina Indireto for positivo. No Reino Unido, a quantidade de Anti-D é comparada
pela medida padrdo internacional, IU/mL. Se uma titulagao tem resultado acima de 15 IU/mL,
¢ recomendado o uso de testes mais invasivos para confirmagdo da gravidade da DHRN.
Dentre os métodos invasivos destacam-se amniocentese, cordocentese, dentre outros (MOISE

Jr, 2002).
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Kleihauer e colaboradores descreveram o teste da eluicdo acida, em 1957, para
confirmar a ocorréncia da hemorragia feto-materna. Esta transferéncia de sangue fetal para o
compartimento intravascular materno ocorre, devido a ruptura na membrana vasculo-sincicial
da placenta. Apds o advento da citometria de fluxo, Medearis e colaboradores, em 1984,
referiram a hemorragia feto-materna como fendomeno de ocorréncia universal (BAIOCHI et
al., 2005). Cianciarullo e colaboradores (2003) afirmam que a hemorragia feto-materna ocorre
com freqiiéncias de 7%, 16% e 29%, respectivamente no primeiro, segundo e terceiro

trimestre gestacional.

A amniocentese ¢ um procedimento obstétrico considerado invasivo no qual pode
ocorrer hemorragia feto-materna e, conseqiientemente, nos casos de incompatibilidade
sangiiinea, a aloimunizacdo. Em estudo realizado por Murray e colaboradores (1983) foi
observada a freqiiéncia de aloimunizagdo, em 3,4% de maes Rh negativo, apds amniocentese,
o que foi considerada alta quando comparada com a de gestantes que ndo haviam utilizado
esse procedimento (1,5%). Os autores sugerem que o acompanhamento em mulheres Rh
negativo, que necessitam de amniocentese no segundo trimestre gestacional, seja aprimorado

(MURRAY et al., 1983).

Em estudo realizado também no Reino Unido foi possivel detectar o genotipo Rh do
feto, por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando o DNA fetal
circulante, no plasma de gestantes aloimunizadas pelo antigeno D. Comparada com os testes
sorologicos, essa técnica apresentou 100% de confiabilidade para detectar o RhD do feto,

além de reduzir em 42% a necessidade da utilizagdo de técnicas mais invasivas de teste pré-

natal (HARPER et al., 2004).
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1.4.2 Imunoglobulina Anti-Rh (D)

Em 1960 foi desenvolvida por Ronald Finn uma medida profilatica, “Imunoglobulina
Anti-D”, para impedir a aloimunizacdo de mades Rh negativo, quando em contato com o
antigeno D fetal (WRIGHT, 2004). Em 1968, a administracdo da Imunoglobulina anti-D era
indicada, somente, no periodo pds-parto. Antes da descoberta desse método profilatico, a
DHRN era a maior causa de morte perinatal. A letalidade atingia cerca de 50% dos filhos de
maes D (-) imunizadas pelo antigeno D (QUEENAN, 2002). Ap6s a introdugdo do uso da
“Imunoglobulina anti-D”, foi reduzida em muito a morbidade e a mortalidade infantil
(CANNON et al, 2003; MIYADAHIRA, 2000). O soro ¢ composto por altos titulos de
anticorpos anti-D, da classe IgG, produzidos em doadores masculinos voluntarios Rh
negativo, que sao sensibilizados com pequenas quantidades de hemacias D (+). Esse soro
deve ser aplicado, em maes D (-), que ndo possuem aloanticorpos anti-D, até trés dias apos o
parto, com a finalidade de neutralizar as possiveis hemacias fetais, D (+), que penetraram na
circulacdo materna durante o parto (MICTHELL et al., 1996). Mesmo com essa medida
profilatica, ainda hoje, ocorre a DHRN devido: a falta de administragao do soro anti-D pos-
parto; a falha na administragdo da dose adequada, em episddios com risco de sensibilizagao,
por exemplo, aborto, amniocentese, ou, ainda, falha na prote¢ao da “Imunoglobulina Anti-D”,
mesmo quando administrada corretamente. Em estudo realizado no Reino Unido, de 900
casos em situagodes de riscos de aloimunizacao, apenas 59% das mulheres foram tratadas com
a “Imunoglobulina Anti-D” (MIYADAHIRA, 2000). A aloimunizacao pode ocorrer também
nos casos onde nao ha indicagdo de risco (URBANIAK; GREISS, 2000).

A partir de 1976, a imunoprofilaxia anti-D foi estendida para casos de aborto, em
mulheres Rh negativo e, em 1981, para outros procedimentos considerados de risco para

sensibilizacdo materna (LEE et al., 2003).
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Ainda na década de 70, a imunoprofilaxia anti-D foi recomendada para todas as
gestantes Rh negativo, n3o aloimunizadas, com feto Rh positivo ou tipo sangiiineo
desconhecido, que estavam no periodo gestacional entre a 282 ¢ 29? semanas. Essa medida foi
preconizada pela “Society of Obstetricians and Gynaecologists of Canada” — SOGC e pelo
“American College of Obstetricians and Gynecologists” entre outras instituicdes e autores
(LEE et al., 1999). A dose de Imunoglobulina anti-D recomendada foi de 300pug (1.500 UI),
quantidade suficiente para inativar 30mL de sangue Rh positivo. Portanto, sdo necessarios
10ug de Imunoglobulina anti-D para inativagdo de cada mililitro de sangue fetal
(MIYADAHIRA, 2000). A SOGC recomenda a utilizacdo de duas doses de 100ug ou de
120pg, a primeira na 28* semana de gestacdo e a segunda na 34, como alternativa para a dose

unica de 300ug (LEE et al., 1999).

1.5 TRATAMENTOS PARA A DOENCA HEMOLITICA DO RECEM-NASCIDO

Liley descreveu, em 1963, a transfusdo intraperitonial como tratamento para a
anemia severa causada pela aloimunizacdo materna (SCHUMACHER; MOISE, 1996). Em
1981, Rodeck e colaboradores descreveram o uso da transfusdo fetal intravascular e logo
depois foi inserido o uso da ultra-sonografia para monitoramento da transfusdo intrauterina

(van KAMP et al., 2004).

ULM e colaboradores (1999) utilizaram Imunoglobulina intravenosa (IVIG) em fetos
com DHRN por incompatibilidade Rh. Esta IVIG ¢ usada como terapia em pacientes com
anemia auto-imune severa e em gestantes aloimunizadas com complicagdes durante a
gravidez. Um dos mecanismos de a¢do dessa imunoglobulina é bloquear o sistema reticulo-
endotelial devido a ocupacao dos receptores Fcy de fagocitos. No estudo foram administradas
doses de IVIG nos fetos, apos a segunda transfusdo sangiiinea intra-uterina, sendo observada

diminui¢ao do numero de transfusdes sangiiineas usadas no tratamento.
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Facchini e colaboradores (2000) realizaram estudo com bebés que desenvolveram
anemia severa devido a incompatibilidade Rh. Os autores concluiram que o uso concomitante
de medicamentos ¢ fototerapia intensiva pode ser um tratamento vantajoso, antes de iniciar

tratamentos mais agressivos, como a transfusdo exsangiiineo.

Cabral e colaboradores (2001) mostraram que a transfusdo intra-uterina foi eficaz em
80% dos fetos acometidos por DHRN, causada pela agdo de aloanticorpos Anti-D maternos.
Os autores ressaltam, ainda, que para reduzir a aloimunizagdo materna, seria ideal a utilizagao
correta da imunoprofilaxia. Nos casos inevitaveis, reconhecidos precocemente pela deteccao
da anemia fetal, seria utilizado o tratamento de transfusdo intra-uterina. Grab e colaboradores
(1999) também afirmam que o tratamento com a transfusdo intravascular estd associado com
alta taxa de sobrevivéncia € com bom prognoéstico neuroldgico.

A plasmaférese pode ser uma medida profilatica por diminuir a concentragdo de
aloanticorpos como foi visto em estudo de caso realizado, em Madri, na Espanha, quando
utilizaram plasmaférese como forma de terapia em maes aloimunizadas por Anti-K e Anti-
PP,-P*. Neste procedimento foi usada uma maquina que separou as células sangiiineas do
plasma. O plasma materno contendo aloanticorpos foi descartado e as células sangiiineas
foram infundidas novamente na mae em uma solugdo de albumina ou de plasma. O resultado
esperado dessa terapia ¢ a diminuicdo dos titulos dos aloanticorpos. Nesse estudo, os titulos
de anticorpos, antes da plasmaférese, foram de 256 ¢ 521, tendo baixado para 8 e 64, apds o

procedimento (FERNANDEZ-JIMENEZ et al., 2001).

Em estudo realizado no Reino Unido, foi utilizada a ultra-sonografia Doppler para
mensurar a velocidade do fluxo sangiiineo nos vasos fetais, com a finalidade de predizer o
grau da anemia fetal. Esse tipo de exame nao-invasivo ¢ importante para avaliar a necessidade

e a indicacdo de tratamentos mais invasivos (DIVAKARAN et al., 2001).
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Nos casos de DHRN pelo sistema sangiiineo ABO ¢ utilizado com freqiiéncia o
tratamento fototerapico. Estudo realizado, no Hospital e Maternidade Santa Joana e Instituto
da Crianga do Hospital das Clinicas da FMUSP, Sao Paulo, SP, entre os anos de 1996 a 1998,
foram observados dois grupos que apresentaram tipos diferentes de incompatibilidades e que
desenvolveram a DHRN. No grupo com incompatibilidade do tipo Rh, a freqiiéncia de DHRN
com tratamento de transfusdo exsangiiineo foi de 33,56%; e no segundo grupo, com
incompatibilidade para o sistema ABO, a freqiiéncia de DHRN, com tratamento de

fototerapia, foi de 44,43% (CIANCIARULLO et al., 2003).

Com a evolugdo das técnicas neonatais, como a transfusdo exsangiiineo, o nimero de
obitos caiu de 50% para 25% e, apds o desenvolvimento da medicina fetal (2002) e da

transfusdo intra-uterina, o risco de morte atingiu 4% (QUEENAN, 2002).
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2 Objetivos

Verificar a presenga de aloanticorpos eritrocitarios, regulares e irregulares, em
gestantes Rh Negativo;

2.1 OBjeTIvos EspEciFicos

a) Verificar a freqiiéncia de grupos sangiliineos em gestantes e recém-nascidos dos
Estudos Prospectivo e Retrospectivo;

b) Verificar a presenca, especificidade e classe dos aloanticorpos eritrocitarios
irregulares nas gestantes dos Estudos Prospectivo e Retrospectivo;

c) Verificar os titulos dos aloanticorpos eritrocitarios irregulares dos Estudos
Prospectivo e Retrospectivo;

d) Verificar a presenca, especificidade e classe dos aloanticorpos eritrocitarios
regulares nas gestantes do Estudo Prospectivo;

e) Verificar a presenca de imunoglobulinas fixadas as hemaécias fetais nos Estudos
Prospectivo e Retrospectivo;

f) Associar situagdes que possam apresentar risco para a aloimunizagao (transfusao,
aborto, gestagoes de pais diferentes e numeros de gestagdes) com a
aloimunizagdo regular e irregular no Estudo Prospectivo;
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3 Métodos

3.1 Comirt pE Etica Em PESouisa

O presente trabalho foi submetido e aprovado sob o nimero 0031-03, no dia 18 de
margo de 2004, pelo Comité de Etica em pesquisa da Fundacdo de Hematologia e

Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM, Manaus, AM, Brasil).

3.2 Cusuistica

O Estudo Retrospectivo foi realizado com os registros de gestantes e de seus recém-
nascidos, atendidos no Programa de Gestantes Rh Negativo (PGRhN), da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM, Manaus, AM, Brasil), no periodo de
1° de janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2003. Os dados obtidos dos registros foram os
resultados dos exames imuno-hematoldgicos de maes e de seus recém-nascidos. Neste
periodo foram atendidas 483 maes, no PGRhN. Porém, neste estudo foram incluidos 479
registros por possuirem dados completos das gestantes e este foi o critério de inclusdo adotado

nesta pesquisa. Dos 479 prontuarios, 471 possuiam dados dos recém-nascidos.

Para o Estudo Prospectivo foram convidadas a participar maes maiores de 18 anos,
no 8 meés de gestacdo, cadastradas no PGRhN. Todas as maes, que aceitaram o convite,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice A) e responderam as
perguntas da entrevista (apéndice B). Neste estudo foram realizadas as analises: dos dados
obtidos nas entrevistas e dos resultados dos exames imuno-hematologicos das maes e de seus
recém-nascidos. Dentre as 347 maes que foram atendidas no HEMOAM, 341 gestantes
participaram do nosso estudo, pois estavam dentro dos critérios de inclusdo. E destas, apenas

186 dados foram obtidos de seus respectivos recém-nascidos.
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Nas entrevistas foram coletados os seguintes dados: idade, naturalidade, nivel de
escolaridade, profissdo, ntimero de gestagdes, aborto, tratamento soroterapico com a
“Imunoglobulina Anti-D”, transfusdo sangiiinea prévia e gestagdes anteriores com pais

diferentes.

Critérios de inclusio:

a) Gestante, com tipo sangiiineo Rh negativo;

b) Com idade igual ou superior a 18 anos;

¢) Cadastrada no Programa de Gestante Rh negativo (PGRhN), antes do 8° més de
gestacao;

d) Consentir a realizac¢do de testes imuno-hematologicos com a amostra de sangue,
coletada do cordao umbilical de seu recém-nascido.

Critérios de exclusio:

a) Gestante com idade inferior a de 18 anos;

b) Gestante com anemia falciforme, leucemia, entre outras doencas hematolégicas;

c¢) Gestantes cadastradas apenas no 8° més de gesta¢do, no PGRhN.
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3.3 CoLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Para a realizacdo dos exames imuno-hematoldgicos foram coletados, no HEMOAM,
cinco mililitros de sangue das maes, com EDTA, por via periférica e, dez mililitros de sangue
do corddo umbilical dos recém-nascidos, também com EDTA, nas Maternidades onde as
gestantes foram atendidas. Todos os exames imuno-hematologicos foram realizados no

laboratério do Programa de Gestantes Rh Negativo, no HEMOAM.

Os exames descritos abaixo foram realizados com as amostras de sangue das
gestantes ¢ de seus recém-nascidos, dos Estudos Retrospectivo e Prospectivo. Todos os
exames imuno-hematolégicos foram realizados de acordo com os testes preconizados pelo

Manual Técnico da American Association of Blood Banks, de 2005 (AABB, 2005).

3.4 Ex4MES IMUNO-HEMATOLOGICOS
3.4.1 Tipagem sangiiinea ABO/Rh
O teste de tipagem sangiiinea foi realizado em todas as amostras de sangue das

gestantes do PGRhN e de seus respectivos recém-nascidos.

Esse método foi utilizado para detectar os antigenos do sistema ABO e seus

anticorpos regulares.

Para o teste de tipagem sangiiinea, foram realizadas duas provas, uma direta e outra
reversa. Na prova direta foram identificados os antigenos eritrocitarios de gestantes e de seus
recém-nascidos com os reagentes compostos por anticorpos do sistema ABO: Anti-A, Anti-B
e Anti-AB e do Sistema Rh: Anti-D. Juntamente com esses soros também foi utilizado o
Controle de Rh, reagente usado para confirmar a reagdo de aglutinagdo no tubo D. Todos os
reagentes deste método foram fabricados pela Soroclone®. Esta prova foi realizada pelo

método "em tubo" e caracterizada pela presenca ou auséncia de aglutinagcdo. A aglutinacao,
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ou hemaglutinagdo ¢ baseada na capacidade da ligagdo do anticorpo de alterar o estado fisico

do antigeno ao qual se liga (JANEWAY et al., 2002).

Os reagentes Anti-A, Anti-B e Anti-AB foram produzidos a partir de sobrenadantes
de culturas celulares contendo anticorpos monoclonais de origem murina, por meio da técnica
de hibridizagdo celular adaptada a produgdo de anticorpos monoclonais de Kohler e Milstein,

em 1975.

O reagente Anti-D, monoclonal humano, utilizado na pesquisa, foi produzido a partir
de uma mistura de anticorpos IgM e IgG, desenvolvido por meio de culturas de linfocitos
humanos imortalizados e adicionado em meio macromolecular, como PEG, Albumina e etc.
O Controle de Rh possui formulagdo idéntica a do reagente Anti-D, exceto pela presenca de
anticorpos especificos anti-D, sendo o Controle de Rh composto apenas, pelos mesmos

aditivos macromoleculares que potencializam a reatividade de anticorpos nao-aglutinantes.

Na prova reversa, foram testados os anticorpos regulares presentes no plasma das
gestantes ¢ dos recém nascidos, com reagentes preparados a partir de concentrados de
hemacias de doadores dos tipos sangiiineos A ¢ B (Hemacias A e B), que sdo produzidos no

laboratorio do HEMOAM.

A prova direta consistiu em identificar cinco tubos de hemolise (tubos de vidro de
10x75mm ou 12x75mm) com as letras correspondentes aos reagentes utilizados. Em cada
tubo correspondente, foram adicionados 50 microlitros (ML) de Anti-A, 50 UL de Anti-B, 50
ML de Anti-AB, 100 pL de Anti-D e 100 UL de Controle de Rh. Uma suspensao de 3 a 5% de
hemacias, de cada gestante ou recém-nascido, foi preparada em soro fisiolégico 0,9% e, logo
apo6s, foram adicionados 100 UL dessa suspensdo a cada tubo correspondente. Os tubos foram

homogeneizados e centrifugados por cerca de 15 segundos, em velocidade de 3500 rpm. Apos



45

a centrifugacdo, os botdes de hemécias, formados nos tubos, foram ressuspendidos levemente

e a reacdo de aglutinagdo foi observada.

E importante ressaltar que a prova reversa foi realizada como confirmagdo da prova
direta, somente para as gestantes. Nos recém-nascidos esta prova ndo € necessaria, pois a

maioria dos anticorpos encontrados ¢ de origem materna.

Para realizar a prova reversa foram identificados dois tubos de hemolise, com as
letras @ e b e, em cada tubo, foram adicionados 100 pL de plasma da gestante. Nos tubos

correspondentes foram adicionados 50 PL de hemacias A e 50 PL de hemacias B. Os tubos
foram homogeneizados e centrifugados por cerca de quinze segundos, em velocidade de 3500
rpm. Apds a centrifugacdo, os tubos foram homogeneizados levemente e foi, entdo, observada

a reagdo de aglutinagao.

3.4.2 Pesquisa de D fraco

Algumas hemadcias expressam o antigeno D tdo fracamente que ndo sdo aglutinadas
diretamente pela maioria dos reagentes Anti-D. A expressao fraca de D pode ser identificada
por adi¢do de Soro de Antiglobulina Humana (AGH), apds incubagdo das hemdacias com Anti-
D, em banho-maria a 37°C, por 15 a 30 minutos e lavagem das mesmas com soro fisiologico a
0,9%, por trés vezes. Todas as amostras Rh (D) negativo das gestantes e dos recém-nascidos

foram submetidas ao teste de D fraco.

Os reagentes utilizados nesta técnica foram: Anti-D, Controle de Rh, Soro de AGH

(fabricados pela Soroclone® e Controle de AGH (produzido pelo HEMOAM).

O Soro de AGH (Soro Anti-IgG) foi preparado a partir de soros de coelho ou de
cabra previamente imunizados com a fragdo gamaglobulina do soro humano. O Controle
do Soro de Antiglobulina Humana ¢ uma suspensdo de hemacias adsorvidas com Anti-D,

preparada no laboratorio de Imuno-hematologia do HEMOAM. O método consistiu na
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lavagem das hemacias das amostras das gestantes ou dos recém-nascidos, por trés vezes
com soro fisiologico (0,9%). Uma suspensao de 3 a 5% foi preparada com as hemaécias
lavadas. Apos identificar dois tubos, D e C, foram adicionados 100 pL de Anti-D e 100 pL
de Controle de Rh (D) nos tubos correspondentes. Em cada tubo foram adicionados 50 pL
da suspensdo de hemacias lavadas. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados por
cerca de 15 segundos, em velocidade de 3500 rotagdes por minuto. Apds a centrifugagio,

os tubos foram novamente homogeneizados levemente e, entdo, observada a aglutinagao.

Nos casos em que houve aglutinacao, somente no tubo D, o teste foi considerado
Rh positivo fraco e ndo foi necessario continuar a técnica. Ja nos casos em que ndo houve

aglutinacdo, a técnica foi seguida para outra fase.

Os tubos foram homogeneizados manualmente e incubados a 37°C por 30
minutos. Apos a incubacdo, novamente, foram homogeneizados e centrifugados por 15
segundos, em velocidade de 3500 rpm. Apds a centrifugacdo, os tubos foram

homogeneizados levemente e observada a aglutinacao.

Nos casos em que ocorreu aglutinagdo, somente no tubo D, o teste foi considerado

Rh positivo fraco, caso contrario, a técnica foi seguida.

Os tubos foram lavados com soro fisiologico (0,9%), trés vezes a 3500 rpm e o
tempo de cada lavagem foi de um minuto. Apos o final da terceira lavagem, o soro fisioldgico
foi decantado completamente e, a cada tubo, foram adicionados 100 PL de Soro de AGH.
Depois de homogeneizados, os tubos foram centrifugados por cerca de 15 segundos, em
velocidade de 3500 rotacdes por minuto. Apds a centrifugacdo, os tubos foram

homogeneizados levemente e observada a aglutinagao.

Nos tubos, que ndo apresentaram aglutinagdo com Soro de AGH, foram adicionados

50 YL de Controle de AGH, homogeneizados e centrifugados por 15 segundos em velocidade
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de 3500 rpm. Apoés a centrifugacdo, os tubos foram homogeneizados levemente ¢ a
aglutinacdo, observada. Os tubos que apresentaram aglutinacao, apds a adi¢do do Controle de

AGH, a amostra foi considerada Rh negativo.

3.4.3 Teste de Antiglobulina Indireto (TAI)

Este teste foi utilizado para detectar aloanticorpos eritrocitarios presentes no plasma
das gestantes. O método usado neste estudo foi “Gel centrifugacdo”. Para este método foram
utilizados os seguintes reagentes: o Cartdo LISS/Coombs da DiaMed®, a solucdo de baixa
forca i6nica a LISS da DiaMed® e as suspensdes Imunocel I e II, preparadas a partir de
concentrados de hemaécias fenotipadas para os sistemas sangiiineos Rh, Kell, Duffy, Kidd,
Lewis, P, MNS, Lutheran e Diego, triadas de doadores, no laboratério de imuno-hematologia,

do HEMOAM.

O cartao LISS/Coombs contém microtubos com antiglobulina humana poliespecifica
(anti-IgG de coelho e anti-C3d monoclonal da linhagem celular C139-9) suspensa em gel

Sephadex.

Dois tubos de hemolise foram numerados, I e II, e suspensdes de hemdcias a 1%

foram preparadas em LISS de cada Imunocel I e II. Para cada suspensdo foram utilizados 500
ML de cada Imunocel (I e II) a 3%, previamente preparado, diluido em soro fisiologico 0,9%
e, 1000 pL de LISS. No cartdao LISS/Coombs foram identificados dois microtubos com as
iniciais I e II, além das iniciais do nome da gestante. A cada microtubo foram colocados 25 |

L do plasma da gestante e adicionados 50 YL das suspensdes preparadas de Imunocel I e II.
Este cartdo foi incubado a 37°C, durante dez minutos e, logo apoés, centrifugado, por dez

minutos, a 3500 rpm.

O teste foi considerado negativo nos casos em que as hemacias foram sedimentadas,

ndo ocorrendo a aglutinacdo, indicando auséncia de aloanticorpos. Porém, nos casos onde as
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hemacias ndo foram sedimentadas, ou seja, apresentaram aglutinagdo, o teste foi considerado

positivo para a presenca de aloanticorpos.

Para este teste foram utilizados controles, positivo e negativo, nos quais foram
testadas as suspensdes de Imunocel I e II. O controle positivo foi preparado a partir de uma
amostra de plasma de doador ou paciente com aloanticorpos anteriormente detectados pelo
laboratério de controle de qualidade interno (HEMOAM), como também a amostra utilizada
como controle negativo, a qual estava negativa para aloanticorpos. Todos os controles

reagiram conforme esperado, validando as suspensdes utilizadas no teste em questao.

3.4.4 Tratamento do plasma com Dithiotreitol (DTT)

Esse teste foi realizado em todas as amostras de sangue das gestantes com
aloanticorpos detectados. Para confirmar a classe (IgG ou IgM) dos aloanticorpos, o plasma
foi tratado com Dithiotreitol 0,01M (DTT) para ser utilizado no Teste de Antiglobulina

Indireto.

O DTT 0,01M ¢ um reagente sulfidril que desnatura as liga¢des dissulfeto da cadeia J
(juncional) das moléculas de IgM, interferindo na sua capacidade de aglutinagdo. Este
reagente foi preparado no laboratdrio de quimica do HEMOAM. O método foi realizado “em

tubo”, descrito no Manual Técnico da American Association of Blood Banks (AABB, 2005).

Para o teste, um tubo foi identificado com as iniciais DTT e as iniciais da gestante.

Nesse tubo foram adicionados 100 HL do plasma da gestante e 100 UL de DTT 0,1M. Logo
apods, o tubo foi incubado por 30 minutos a 37°C e, em seguida, foi repetido o Teste de
Antiglobulina Indireto (TAI). Apos o teste foi verificada a presenca ou ndo de aglutinacdo nos
microtubos. Quando as hemacias estavam sedimentadas, ou seja, com auséncia de
aglutinacdo, o resultado indicava a presenga de IgM. E quando as hemacias aglutinavam, os

aloanticorpos presentes pertenciam a classe IgG.
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Para averiguar se houve reducdo das pontes dissulfeto das moléculas de IgM com
DTT, foram usadas duas amostras de plasmas, uma com IgM e outra com IgG, como
amostras-controle negativo e positivo, respectivamente. Todos os testes com DTT foram

devidamente validados com esses controles.

3.4.5 Identificagdo de Anticorpos Irregulares (1A1)

Para a identificacdo dos aloanticorpos detectados nas amostras de sangue das

gestantes foi utilizado o painel de identificacdo de anticorpos eritrocitérios.

O método utilizado foi “gel centrifugacdo”, utilizando o cartdo LISS/Coombs Painel

de Hemadcias-teste (kit com 11 frascos), LISS e Bromelina, produzidos pela DiaMed®.

Dois cartdes LISS/Coombs foram identificados com as iniciais da gestante, cada
microtubo foi numerado de 1 a 11, e o ultimo microtubo (12) foi identificado como AC (auto-

controle). O auto-controle foi realizado para validar a rea¢do de identificacdo dos
aloanticorpos. Em cada microtubo (de 1 a 11 e AC) foram colocados 25 YL do plasma da
gestante. Foram adicionados 50 pL de cada suspensdo de hemacias, do painel de
identificacdo, correspondente ao niimero do frasco. Para o auto-controle, foram adicionados,
no microtubo correspondente, 50 UL da suspensdo de hemdcias, anteriormente preparada em

LISS, e adicionados 25 pL de Bromelina. Os cartdes foram incubados durante dez minutos a

37°C, e ap0s, centrifugados em rotacao 3500 rpm, durante dez minutos.

Em cada microtubo foi observada a aglutinagdo, ou ndo, das hemécias e o resultado
foi anotado, em uma planilha, utilizando cruzes como valores (de “+” a “++++). Nos
microtubos em que as hemadcias estavam completamente sedimentadas, o resultado foi
anotado como negativo. Nos microtubos em que as hemacias estavam aglutinadas, o resultado
foi anotado como positivo, em cruzes, por graus de aglutinacdo. Apds, a planilha do teste foi

comparada com a de identificacdo, onde foram anotados todos os antigenos encontrados nas
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hemacias do painel. Dessa forma, os aloanticorpos irregulares foram identificados, de acordo

com a planilha do painel de identificagdo de anticorpos da DiaMed®.

3.4.6 Titulagdo de Anticorpos

Os titulos foram determinados para as amostras de sangue das gestantes que

possuiam aloanticorpos identificados.

As Hemdcias de triagem (Imunocel I ou II) usadas foram as que expressavam o
antigeno correspondente a especificidade do aloanticorpo irregular detectado. Além das

hemaécias de triagem (Imunocel I ou II), foi usado o Soro de AGH da DiaMed®.

Para a titulagdo dos aloanticorpos o plasma foi diluido seriadamente em solucio

salina 0,9% (por exemplo, 1:2 até 1:2048). Para isso, 11 tubos foram identificados de acordo
com a diluicdo do plasma. Em cada tubo foram colocados 100 YL de soro fisioldgico 0,9%.
No primeiro tubo foram adicionados 100 PL de plasma da gestante. E com auxilio da pipeta, a
mistura foi levemente homogeneizada e foram retirados, do tubo, 100 PL para adicionar no
tubo seguinte e assim, sucessivamente. Ao final, do primeiro ao penultimo tubo foram
adicionados 50 pPL da suspensdao de hemacias selecionadas para a titulagdo. O tubo 11 foi
reservado para ser utilizado nos casos onde ocorreu aglutinagdo até o tubo 10, para dar
continuidade as diluigdes. Os tubos foram levemente homogeneizados e incubados por 30
minutos, a 37°C. Apo6s, foram lavados com soro fisiologico 0,9% por trés vezes. Apos a
terceira lavagem, o sobrenadante foi decantado e pipetado 100 PL de Soro de AGH, em cada
tubo. Novamente os tubos foram centrifugados com rotagdo de 3500 rpm, durante 15
segundos. Apos a centrifugacdo, cada tubo foi levemente homogeneizado para ser observada a
aglutinacdo. Para cada reacdo, encontrada nas diferentes dilui¢des, foi atribuido valor em

“cruzes”. Os resultados foram anotados na mesma planilha de identificagdo de anticorpos. O
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titulo de cada aloanticorpo foi obtido de acordo com a dilui¢do, onde foi observada a ultima

reagao (“ponto final”).

3.4.7 Classificacdo dos Anticorpos Regulares (prova reversa)

O plasma das gestantes foi tratado com DTT para detectar os anticorpos regulares, da

classe G, para o Sistema ABO.

Para esse teste foram utilizados o DTT 0,01M e as Heméacias A e B (reagentes

produzidos nos laboratérios do HEMOAM).

Dois tubos de hemolise foram identificados como a e b. A cada tubo foram pipetados
100 pL de plasma da gestante, tratado com DTT (como previamente descrito). Adicionando
50 PL de heméacias A e 50 PL de hemécias B, em cada tubo correspondente. Esses tubos
foram homogeneizados levemente e centrifugados com rotacdo de 3500 rpm durante 15
segundos. Apds a centrifugagdo, os tubos foram homogeneizados para observar a aglutinagao.
Nos tubos que havia aglutinagdo, foi confirmada a presenca de anticorpos regulares IgG no
plasma testado. Do contrario, o resultado foi considerado negativo para a presenca de

anticorpos regulares IgG.

Para esse teste também foram utilizados controles positivos e negativos, da mesma
forma que no tratamento do plasma com DTT, descrito anteriormente. E todos os testes foram

validados por esses controles.

3.4.8 Teste de Antiglobulina Direto (TAD)

O teste de antiglobulina direto (TAD) foi utilizado para detectar anticorpos maternos
ou fragmentos de componentes do Sistema Complemento fixados as membranas das hemacias

dos recém-nascidos.
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O método utilizado foi “gel centrifugacdo”, com o cartdo LISS/Coombs ¢ o LISS,

produzidos pela DiaMed®.

Um microtubo do cartdo foi identificado com as iniciais da mae do recém-nascido e

as iniciais TAD. Em um tubo de hemodlise foi preparada uma suspensdo de hemaécias do
recém-nascido em LISS a 1%, na propor¢ao de 1000 UL de LISS com 10 pL de sedimento de

hemécias do recém-nascido. Dessa suspensdo foram pipetados 50 PL no microtubo

identificado, e centrifugado por 10 minutos, em 3500 rpm.

Quando as hemaécias foram totalmente sedimentadas, sem aglutinagdo, o resultado foi
negativo, o que indicou a auséncia de anticorpos maternos ou fragmentos dos componentes do
Sistema Complemento fixados a membrana das hemacias do recém-nascido. Do contrario, o

resultado foi positivo.

3.5 AndLisE pos Dapos

Os resultados obtidos foram inseridos em um banco de dados no programa Epi
Info™ versdo 3.3.2 (versdo Windows) e deste, foram obtidas anélises de freqiiéncias
descritivas. Também foram utilizados os programas de analise estatistica “R” e o “SAS”, para
as andlises de comparacdo. Nestas analises usamos o Teste Qui-quadrado, (sem correcdo e

com correcao de Yates) e o Teste exato de Fisher, todos com nivel de confianga de 95%.

Os locais de naturalidade das gestantes foram classificados de acordo com o Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (www.ibge.gov.br), para as microrregides do

Estado do Amazonas, como descrito abaixo:

a) Alto Solimdes: Amatura, Atalaia do Norte, Benjamin Constant, Fonte Boa, Jutai,
Santo Antonio do I¢4, Sdo Paulo de Olivenca, Tabatinga e Tonantins;

b) Boca do Acre: Boca do Acre e Pauini;

¢) Coari: Anama, Anori, Beruri, Caapiranga, Coari ¢ Codajas;


http://www.ibge.gov.br/
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d) Itacoatiara: Itacoatiara, Itapiranga, Nova Olinda do Norte, Silves e Urucurituba;
e) Japura: Japura e Maraa;

f) Jurud: Carauari, Eirunepé, Envira, Guaiara, Ipixuna, [tamarati ¢ Jurua;

g) Madeira: Apui, Borba, Humaita, Manicoré e Novo Aripuana;

h) Manaus: Autazes, Careiro, Careiro da Varzea, Iranduba, Manacapuru, Manaquiri
¢ Manaus;

1) Parintins: Barreirinha, Boa Vista dos Ramos, Maués, Nhamunda, Parintins, Sao
Sebastido do Uatuma, Urucaré;

j) Purus: Canutama, Labrea e Tapaua;

k) Rio Negro: Barcelos, Novo Airdo, Santa Isabel do Rio Negro e Sdo Gabriel da
Cachoeira;

1) Rio Preto da Eva: Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva;
m) Tefé: Alvardes, Tefé e Uarini.

As localidades de outros estados e outros paises foram classificadas como outros.
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4 Resultados

No Estudo Retrospectivo foram levantados os registros de 483 gestantes atendidas no
Programa de Gestantes Rh Negativo, durante o ano de 2003. No entanto, foram utilizados por
possuirem todos os dados para andlise, 479 registros de gestantes e 471 registros de seus
recém-nascidos.

Durante o periodo de abril a novembro de 2004 foram atendidas, no PGRhN do
Hemoam, 347 gestantes Rh negativo, que estavam no oitavo més de gestagdo. Dentre essas,
340 gestantes fizeram parte do Estudo Prospectivo pois atendiam aos critérios de inclusdo
deste trabalho e aceitaram participar da pesquisa. Dentre os recém-nascidos dessas maes,
apenas 186 tiveram suas amostras de sangue coletadas do corddo umbilical e enviadas ao

Hemoam para analise.

4.1 AnidrLiseE EPIDEMIOLOGICA

Esta andlise foi realizada somente com as gestantes que participaram do Estudo
Prospectivo, pois durante a entrevista foi possivel obter os seus dados pessoais.

O gréfico 1 expressa a freqiiéncia das faixas etarias das gestantes. A faixa etdria mais
freqiiente foi entre: 23 e 27 anos, com 37% das gestantes, seguida pela faixa entre 18 e 22
anos, com 32% e 28 e 32 anos, com 17%. Apenas duas gestantes pertenciam a faixa etaria

entre 43 e 47 anos. As gestantes apresentaram idade média de 26,1 anos.
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Grafico 1: Freqiiéncia das gestantes do Estudo Prospectivo, distribuidas por faixa etaria.

O grafico 2 expressa a freqiiéncia do grau de escolaridade das gestantes do Estudo

Prospectivo. O ensino médio foi o grau de escolaridade mais freqiiente entre as gestantes, com

57%.
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Grafico 2: Freqiiéncia do grau de escolaridade das gestantes do Estudo Prospectivo.
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O grafico 3 apresenta a freqliéncia de profissdo das gestantes Rh negativo do Estudo
Prospectivo. Entre as varias profissdes exercidas pelas gestantes, as mais freqlientes foram:

dona de casa (49%), estudante (22%) e outras* (18%).

2%
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4% (: 01 Estudante
2% \
————

O Industriaria
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° 49% m Professora

@ Vendedora
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Grafico 3: Freqiiéncia de profissdo das gestantes do Estudo Prospectivo.

* Qutras - Inclui as seguintes profissdes: administradora de empresas, advogada, agente de satde,
agricultora, analista, analista de materiais, assistente social, autonoma, auxiliar administrativo,
auxiliar contabil, auxiliar de biblioteca, cabeleireira, caixa, contadora, costureira, doméstica,
engenheira eletricista, executiva, frentista, funcionaria publica, médica, policial militar, secretaria,
servigos gerais, técnica em enfermagem e telemarketing.

No grafico 4 estdo expressas as freqiiéncias sobre o numero de gestagdes distribuido
por faixa etdria. A primeira e segunda gestagdes foram mais freqlientes para as gestantes
pertencentes a faixa etdria entre 18 e 22 anos. A idade média para as primigestas foi de 24,1
anos. A terceira e a quarta gestacdo foram mais freqilientes nas gestantes com idade entre 23 e

27 anos. As duas gestantes da faixa etaria entre 43 e 47 anos estavam na segunda gestagao.

60 - m 12 gestacao
022 gestagao
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m 3% gestacao
40 - m 4?2 gestacao
m >5 gestacdes

30 A

Numero de Gestan

10 4

18 a 22 23 a 27 28 a 32 33 a37 38a42 43 a 47
Faixa Etaria

Grafico 4: Freqiiéncia de numeros de gestagdes distribuidas por faixa etdria, para o Estudo Prospectivo.
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O grafico 5 expressa a freqiiéncia de gestacdes entre as maes que cursaram o ensino

fundamental. A maior freqiiéncia observada foi para a terceira gestacdo. A idade média para

as primigestas desse nivel de ensino foi de 21,4 anos.
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Grafico 5: Freqiiéncia de niimeros de gestagdes para as gestantes do Estudo Prospectivo que cursaram
o Ensino Fundamental.

A freqiiéncia de gestagdes, entre as maes que cursaram o ensino médio, esta expressa

no grafico 6. Das maes desse nivel de ensino, 38% estavam na primeira gesta¢do e 36%, na

segunda gestacdo. A idade média para as primigestas do nivel médio foi de 23,3 anos.
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Grafico 6: Freqiiéncia de nimeros de gesta¢Oes para as gestantes que cursaram o Ensino Médio.

Ensino Médio
Nivel de Escolaridade

| 12 gestacao
022 gestacao
W 3% gestacao
W 4% gestacao

W >52 gestagao




58

Das maes que cursaram o ensino superior 37% eram primigestas e 33% estavam na
segunda gestagdo (Grafico 7). A idade média entre as primigestas foi de 27,6 anos para o

nivel superior.
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Grafico 7: Freqiiéncia de nimeros de gesta¢des para as mulheres que cursaram o Ensino Superior.

Pelo Teste Qui-quadrado, no nivel de 95% de confianca, foi observado que existe

associacao entre o grau de escolaridade e a quantidade de gestagdes (p-valor < 0,0001).

Dentre as gestantes que participaram do Estudo Prospectivo, 62,9% eram naturais da
regido de Manaus, 23,2% procedentes de outros Estados do Brasil, 0,6% oriundas de outros
paises e 13,3% nascidas em outros Municipios do Estado do Amazonas, como representado

no mapa (Figura 1).
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Figura 1: Mapa da distribuigdo das gestantes Rh negativo por microrregides do Estado do Amazonas.
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4.2 IpentiFicacio DE GRUPOS SANGUINEOS
Esta andlise foi realizada para as gestantes dos dois Estudos, o Retrospectivo e o

Prospectivo.

No Grafico 8 estdo expressas as freqiiéncias dos grupos sangiiineos das 340 gestantes

que participaram do Estudo Prospectivo.

30%
OA
mAB
mB
58% \1% 00
11%

Grafico 8: Freqiiéncia dos grupos sangiiineos das gestantes do Estudo Prospectivo.

O grafico 9 apresenta as freqiiéncias dos grupos sangiiineos das 479 gestantes que

participaram do Estudo Retrospectivo.

Para os dois Estudos o grupo sangiiineo “O” apresentou a mesma freqiiéncia de 58%
e o grupo sangiiineo A foi também similar 30% no Estudo Prospectivo e 32% no Estudo

Retrospectivo. (Graficos 8 e 9).



61

32%

oA
mAB

mB
58% \ 0o

Grafico 9: Freqiiéncia dos grupos sangiiineos das gestantes do Estudo Retrospectivo.

Dentre os 186 recém-nascidos do Estudo Prospectivo, 116 (63%) pertenciam ao
grupo sangiiineo “0”, assim como 286 (61%) dos recém-nascidos do Estudo Retrospectivo
(Gréfico 10). O grupo “A” também foi o segundo mais freqliente entre os recém-nascidos

com 45 (24,2%) no Estudo Prospectivo e 142 (30,1%) no Estudo Retrospectivo.

350 + O Estudo Prospectivo

m Estudo Retrospectivo

300 -

250 -

200 +

150 ~

100 +

NuUmero de recém-nascidt

50

A B AB o
Grupos sanguiineos

Grafico 10: Distribui¢@o de recém-nascidos dos Estudos Prospectivo e Retrospectivo
por grupo sangiiineo do sistema ABO.

A freqiiéncia de Rh positivo para os recém-nascidos dos Estudos Prospectivo e

Retrospectivo foi de 77% e 87%, respectivamente.
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4.3 IDENTIFICACAO DE ALOANTICORPOS IRREGULARES

A identificacdo de aloanticorpos irregulares foi realizada para as gestantes dos dois
Estudos, o Prospectivo e o Retrospectivo.

Dentre as 340 gestantes do Estudo Prospectivo, 12 (3,5%) apresentaram
aloanticorpos irregulares para antigenos eritrocitarios, no oitavo més de gestacao.

Na Tabela 1 estdo expressas as freqiiéncias destes aloanticorpos, quanto a
especificidade e a classe da imunoglobulina. Entre os aloanticorpos identificados, o Anti-D
foi o mais freqliente entre as gestantes aloimunizadas, 75%. Dentre esses, 89% foram

classificados como IgG. Todos os aloanticorpos nao-identificados pertenciam a classe M.

I1AI IgG IgM Total
Anti-D 8 1 9
(89%) (11%) (75%)
Anti-DC 1 1
(100%) ) (8%)
NI 2 2
- (100%) 17%)
Total 9 3 12
(75%) (25%) (100%)

Tabela I: Freqiiéncia da classe de aloanticorpos irregulares identificados nas gestantes do
Estudo Prospectivo.

IAI — Identificac@o de anticorpos irregulares.
NI - Anticorpos ndo-identificados.
(-) sem reagao.
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Das 479 gestantes do Estudo Retrospectivo, 27 (5,6%) possuiam aloanticorpos

irregulares. Dentre essas, 22 gestantes tiveram os anticorpos identificados e foram

classificados como IgG. Setenta e trés por cento apresentaram resultado positivo para Anti-D

e 27% apresentaram resultados positivos para os dois antigenos: D e C (Tabela II).

141 IgG IgM Total
Anti-D 16 16
(73%) ) (100%)
Anti-DC 6 6
27%) ) (100%)
Total 22 22
(100%) ) (100%)

Tabela II: Freqiiéncia da classe de aloanticorpos irregulares
identificados nas gestantes do Estudo Retrospectivo.

IAI — Identificacdo de anticorpos irregulares.

(-) sem reagdo.

Os titulos de anticorpos para 67% das gestantes aloimunizadas do Estudo

Prospectivo estavam na faixa entre 128 a 1024. Para as gestantes do Estudo Retrospectivo

foram observadas as freqiiéncias de titulos de aloanticorpos irregulares de 45% e 30% para as

faixas entre 32 e 64 ¢ 512 e 1024, respectivamente (Tabela III).

Titulagdo de
Aloanticorpos Estudo Prospectivo Estudo Retrospectivo
Anti-D (IgG)
1 2
4-16 (11%) (10%)
1 9
32-64 (11%) (45%)
3 2
128 - 256 (33%) (10%)
3 6
512 -1024 (33%) (30%)
1 1
2048 - 8192 (11%) (5%)
9 20
Total (100%) (100%)

Tabela III: Freqiiéncia de titulagdo de aloanticorpos nas gestantes dos estudos

Prospectivo e Retrospectivo.
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Nos graficos 11 e 12 estdo expressos os resultados do Teste de Antiglobulina Direto
(TAD) dos recém-nascidos dos Estudos Prospectivo e Retrospectivo, respectivamente. A
freqliéncia de recém-nascidos com hemadcias revestidas pelos aloanticorpos (TAD positivo)

foi de 3% (6/186) para o Estudo Prospectivo e 2% (10/471) para o Estudo Retrospectivo.

3%

O TAD Negativo
m TAD Positivo

97%

Grafico 11: Freqiiéncia do resultado do Teste de Antiglobulina Direto
(TAD) dos recém-nascidos do Estudo Prospectivo.

2%

0 TAD Negativo
m TAD Positivo

98%

Grafico 12: Freqiiéncia do resultado do Teste de Antiglobulina Direto (TAD)
dos recém-nascidos do Estudo Retrospectivo.

Porém dos seis recém-nascidos de maes aloimunizadas do Estudo Prospectivo, que
possuiam dados completos, quatro, 67%, nasceram Rh positivo e apresentaram aloanticorpos
irregulares fixados as suas hemacias (TAD positivo) (Graficos 13 e 15). As outras duas
criancas nasceram Rh negativo (Grafico 13). Vale ressaltar que uma das gestantes

aloimunizadas deu a luz a gémeos.
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33%

O Rh Negativo
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Grafico 13: Freqiiéncia de grupo sangiiineo Rh dos recém-nascidos de mées
aloimunizadas, do Estudo Prospectivo.

Das 27 gestantes com anticorpos irregulares do Estudo Retrospectivo foram
encontrados 15 registros, sobre o grupo sangiiineo Rh de seus recém-nascidos. Dessas, 14
criangas nasceram Rh positivo e uma Rh negativo (Grafico 14).Onze registros com dados
completos foram encontrados para a especificidade do aloanticorpo irregular das maes e o
Teste de Antiglobulina Direto de seus recém-nascidos. Dentre as cinco maes que possuiam
anti-D, quatro criangas apresentaram TAD positivo. Das seis maes aloimunizadas para os
antigenos D e C, quatro tiveram recém-nascidos com TAD positivo (Grafico 16). Todos os
recém-nascidos com TAD positivo possuiam o antigeno D em suas hemacias. Apenas dois
recém-nascidos Rh positivo apresentaram o resultado do TAD negativo e, o outro, recém-
nascido ndo possuia o antigeno D. Portanto oito criangas, 72,7%, apresentaram aloanticorpos

irregulares ligados as suas hemadcias.
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Grafico 14: Freqiiéncia de grupo sangiiineo Rh de recém-nascidos de maes
aloimunizadas, do Estudo Retrospectivo.
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Grafico 15: Freqiiéncia de recém-nascidos com TAD positivo de maes aloimunizadas

do Estudo Prospectivo.
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Grafico 16: Freqiiéncia de recém-nascidos com TAD positivo de maes aloimunizadas
do Estudo Retrospectivo.
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4.4 SITUACOES QUE PODEM INDUZIR A ALOIMUNIZACAO IRREGULAR

Alguns eventos, como: numero de gestacdes, transfusdo sangiiinea, aborto, entre

outros, podem ser potencialmente considerados de risco para aloimunizagao.

4.4.1 Andlise das situacoes indutoras de aloimunizacdo irregular

Aloanticorpos
Situacdes Irregulares Total | P-valor
Sim Nio
. Sim 2 8 10
Transfusio Nio 10 120 330 0,44
Sim 3 93 96
Aborto Niio 9 235 244| Y
g Sim 8 81 89
Pai diferente Nio 4 47 251 0,003
. . Sim 12 220 232
2 ou mais gestagdes Nio 0 108 108 0,009

Tabela IV: Presenca e auséncia de aloanticorpos irregulares distribuidos
por situagdo indutora de aloimunizagio.

A andlise para as diferentes situagdes foi realizada com as 340 gestantes que
participaram do Estudo Prospectivo (Tabela IV).

Observando cada situacao foi verificado, com 95% de confiancga, pelo teste exato de
Fisher, que existe associagdo da produgao de aloanticorpos irregulares com o fato da gestante

ter tido duas ou mais gestacdes e de pais diferentes (Tabela I'V).

A Tabela V expressa as freqiiéncias de gestantes que produziram aloanticorpos
irregulares, distribuidas nos quatro grupos sangiiineos. Dentre as doze maes aloimunizadas
quatro pertenciam ao grupo sangiiineo A, trés ao B e cinco ao O. A analise mostra que nao

existe correlacdo entre os grupos sangiiineos do sistema ABO com a aloimunizagao irregular.
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Presenca de
Aloanticorpos Grupos Sangiiineos ABO
A AB B 0
Nao 97 5 34 192
(29%) (2%) (10%) | (59%)
. 4 3 5
Sim (33%) 0 (25%) | (42%)

Tabela V: Freqiiéncia de gestantes com aloanticorpos distribuida por
grupos sangiiineos.

Entre as 340 maes do Estudo Prospectivo, 96 (28%) afirmaram ter sofrido aborto,
seja espontaneo ou provocado. Dentre as gestantes que sofreram aborto, 49 (51%) ndo foram
tratadas com o soro “Imunoglobulina anti-D” e trés dessas gestantes (6%) produziram
aloanticorpos irregulares. No entanto, ndo houve aloimunizacdo entre as 47 gestantes que
receberam o tratamento profilatico (Tabela VI). Esses dados mostram que o soro Anti-D

conferiu protecao para 100% das gestantes tratadas.

Uso da Aloanticorpos Irregulares
. Total
Soroterapia Naéo Sim

~ 46 3
Ndo (94%) (6 %) 49

. 47
Sim (100%) 0 47
Total 93 3 96

Tabela VI: Presenca de aloanticorpos em gestantes que sofreram aborto e
fizeram uso da soroterapia.

4.4.2 Analise das gestantes com aloanticorpos irregulares

As situagdes indutoras de aloimunizacdo foram analisadas para as 12 gestantes

aloimunizadas do Estudo Prospectivo.
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A Tabela VII expressa os dados obtidos das doze gestantes com anticorpos
irregulares. As gestantes que possuiam titulos de anticorpos acima de 256 foram expostas a
pelo menos trés situagdes indutoras. As gestantes aloimunizadas, que foram tratadas com o

soro Anti-D, apresentaram titulos de IgG igual ou inferior a 512.

Tipagem IgG | IgM N"deN . Pais Aborto | Transfusdo | Soroterapia Titulo
g gestagdo | Diferentes IgG
Sangiiinea
B DC 4 Sim Sim - - 256
(0] D 3 - - - Sim 64
A D 2 Sim - Sim - 1024
(6] NI 2 Sim Sim - -
A D 2 Sim - - Sim
O D 3 Sim Sim - - 2048
B D 3 - - - - 512
A D 3 Sim - - - 128
B D 3 Sim - - Sim 16
A D 2 - - - Sim 128
(6) NI 2 - - - Sim
O D 2 Sim - Sim Sim 512

Tabela VII: Correlagdo entre situa¢des indutoras de aloimunizagdo com especificidade, classe e titulagdo

de anticorpos das gestantes aloimunizadas do Estudo Prospectivo.

4.5 IpenTIFICACAO DE ALOANTICORPOS REGULARES (IGG)

A Pesquisa de Aloanticorpos Regulares (PAR) da classe G foi realizada nas 340
gestantes do Estudo Prospectivo e os resultados foram relacionados com os grupos sangiiineos

ao qual cada gestante pertencia (Tabela VIII).

Nas cinco gestantes do grupo sangiiineo “AB”, como esperado, ndo foram detectados

aloanticorpos regulares das classes M e G.

Das gestantes que produziram aloanticorpos regulares da classe G, 65,2% pertenciam
ao grupo sangiiineo O, 24% ao grupo sangiiineo A e 10,8% ao grupo sangiiineo B. Mostrando

que as gestantes do grupo O apresentam maior susceptibilidade para aloimunizagdo regular.
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Aloanticorpos Regulares IgG
Anti-
Grupos A S
s g em
Sangiiineos Anti-A Anti . Total
B Reagdo
Anti-
B
- 71 - 30
y 101
32 - - 5 37
AB - - - 5 5
19) 13 2 178 4 197

Tabela VIII: Freqiiéncia de Aloanticorpos Regulares da classe G nas
gestantes do Estudo Prospectivo.

Para a analise da incompatibilidade materno-fetal para o sistema ABO, as gestantes
do Estudo Prospectivo foram separadas de acordo com seu grupo sangiliineo e presenga de
aloanticorpos regulares da classe G. Para evitar que os aloanticorpos irregulares interferissem

nos resultados, as maes aloimunizadas foram excluidas dessa analise.

Nao foram registrados recém-nascidos do grupo sangliineo B para as maes
pertencentes ao grupo sangiiineo “A”. No entanto, 9% de seus recém-nascidos eram
incompativeis, pois apresentavam tipo sangiiineo AB (Grafico 17). Entre os recém-nascidos,

desse grupo de maes, nao houve resultado positivo para o Teste de Antiglobulina Direto

(TAD).



71

OA
OAB

/ mB
60% mo

9%

Grafico 17: Freqiiéncia de grupos sangiiineos dos recém-nascidos de maes
do grupo sangiiineo A, com aloanticorpos regulares IgG.

Dentre as maes do grupo sangiiineo “B”, 5% de seus recém-nascidos eram
incompativeis, pois pertenciam ao grupo sangiiineo A (Grafico 18). Dentre esses recém-

nascidos, ndo houve resultado positivo para o TAD.
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Grafico 18: Freqiiéncia de grupos sangiiineos dos recém-nascidos de maes do grupo
sangiiineo B, com aloanticorpos regulares IgG.

Dentre as maes do grupo sangiiineo “AB”, ndo houve, como esperado, resultados
reativos para aloanticorpos regulares IgG. De cinco maes do grupo sangiiineo “AB”, dois

recém-nascidos (67%) eram do grupo sangiiineo “A” e os outros 33%, pertenciam ao grupo
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sangiiineo “B”. Entre os recém-nascidos desse grupo, também como esperado, ndo houve

resultado de TAD positivo.

Dentre as maes do grupo sangiiineo “O”, 12% de seus recém-nascidos
pertenciam ao grupo sangiliineo A e 5%, ao grupo sangiiineo B. Portanto 17% dos recém-
nascidos eram incompativeis para o sistema ABO (Grafico 19). Desses recém-nascidos, dois
pertenciam ao grupo sangiiineo “A” (15%) e apresentaram TAD positivo. Importante ressaltar

que a mae de um desses recém-nascidos era primigesta.

12%

5%

OA
OAB
mB
mo

83%
Grafico 19: Freqiiéncia de grupos sangiiineos dos recém-nascidos de mées do grupo

sangiiineo O, com aloanticorpos regulares IgG.
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4.6.1 Andlise das situacoes indutoras de aloimunizacdo regular
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As 340 gestantes do Estudo Prospectivo foram analisadas quanto a exposi¢d@o aos

fatores de risco obtidos na entrevista.

Observando cada fator foi verificado, com 95% de confianga, pelo teste exato de

Fisher, que o aborto contribuiu para a producao de aloanticorpos regulares IgG (Tabela IX).

Aloanticorpos
Situacdes Regulares Total | P-valor
Sim Nao
N Sim 8 2 10
Transfusdo Nio 788 47 330 0,379
Sim 77 19 96
Aborto Nio 219 25| 44| OOV
L Sim 75 14 89
Pai diferente Nio 1 30 251 0,230
. N Sim 199 33 232
2 ou mais gestacoes Nio 97 1 108 0,196

Tabela IX: Presenca e auséncia de aloanticorpos regulares distribuidos por

situagdo indutora de aloimunizagdo.

Dentre as 296 mulheres que haviam produzido aloanticorpos regulares IgG, 97

(33%) eram primigestas e, ndo foram expostas as situacdes indutoras de aloimunizacgdo

analisadas nesse estudo. No entanto, de uma dessas mulheres, nasceu uma crianga

incompativel para o sistema ABO, que apresentou aloanticorpos fixados as hemadcias, no

TAD.
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5 Discussao

No Estudo Retrospectivo foram levantados e analisados 479 dados de gestantes e 471
dados de recém-nascidos. No Estudo Prospectivo foram analisadas as informagdes obtidas nas
entrevistas e os resultados dos exames imuno-hematologicos de 340 mulheres, que estavam
no 8° més de gestacdo. Dos recém-nascidos dessas gestantes, apenas 186 amostras de sangue

do cordao umbilical foram enviadas para analise no HEMOAM.

Das gestantes que participaram do Estudo Prospectivo, a faixa etaria mais freqiliente
foi entre 23 e 27 anos (Grafico 1). As gestantes apresentaram idade média de 26,1 anos e as
primigestas de 24,1 anos. A freqiiéncia de maes que estavam na primeira gestacao foi de 38%,
seguida pelas de segunda gestacdo, com 36%. O numero médio de gestagdes, neste estudo, foi
2,2. O estudo realizado pela Secretaria de Vigilancia em Satde de Mato Grosso do Sul
(2004), sobre as taxas de fecundidade no Brasil, demonstrou reducdo para a Regido Norte, a
qual passou de 8,2 filhos por mulher na década de 70, para 3,2 em 2000. Em relagdo as
gestantes do Programa de Gestantes Rh Negativo (PGRhN), o nimero médio de gestagdes
encontrado foi menor que o do trabalho acima citado, de onde podemos inferir que dentre a
populagdo que estudamos, as mulheres, por apresentarem tipo sangiiineo Rh negativo,
demonstram receio em ter muitos filhos. O grau de escolaridade mais freqiiente entre as
gestantes foi o nivel médio, com 57% (Gréfico 2). A idade média das primigestas variou para
os diferentes graus de escolaridade: 21,4 anos para o nivel fundamental, 23,3 anos para o
nivel médio e 27,6 anos para o nivel superior. Dentre as gestantes que haviam cursado o
ensino fundamental, a maioria estava na terceira gestacdo (Grafico 5), enquanto as que
cursaram os ensinos, médio e superior, estavam na primeira e segunda gesta¢ao (Graficos 6 e
7). De acordo com o teste Qui-quadrado, h4 fortes evidéncias de que haja associagcdo do
nimero de gestacdes com o nivel de escolaridade das gestantes (p-valor < 0,0001).

Comparando esses resultados com os obtidos por Nascimento (2003), encontramos valores
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similares para médias de idade, grau de escolaridade e nimero de gestagdes. O autor relata
que o maior nimero de gravidez estd relacionado com o desconhecimento de métodos
contraceptivos bem como com o baixo nivel de instru¢do (NASCIMENTO, 2003). Também,
no trabalho de Haidar e colaboradores (2001), ficou demonstrado que mulheres com menor
escolaridade tém maior probabilidade de serem multigestas. Duarte et al. (2003) citam que a
escolaridade elevada da mulher produz resultados efetivos na regulagdo da fecundidade pois
possuem maior conhecimento sobre os métodos anticoncepcionais e sua correta utilizagao,
levando a reducdo no numero de filhos. A profissao mais freqliente, em nosso estudo, foi
“dona de casa”, com 49% (Grafico 3). Dentre as gestantes que participaram desse estudo, a

maioria era procedente da regido de Manaus (Figura 1).

Nos estudos Prospectivo e Retrospectivo, o grupo sangiiineo mais freqiiente foi o
“0”, tanto para as gestantes, quanto para os recém-nascidos (Graficos 8, 9 e¢ 10). Esta
freqliéncia esta de acordo com a encontrada entre os doadores cadastrados no HEMOAM,
desde a década de 90 até os dias atuais (Dados obtidos na Coordenagao de Processamento de
Dados do HEMOAM, 2005). Outros autores também mostraram freqliéncias similares as
encontradas, para a populacdo dos Estados Unidos da América (EUA). Ja a freqiiéncia em
outras populacdes foi diferente nos: indios da América do Sul, 100% da populagdo estudada,
pertencia ao grupo “O”; Vietnamitas, com prevaléncia do grupo sangiiineo “O”, seguida do

“B” (www.hemoterapia9dejulho.com.br/info_medic01). Para o grupo sangiiineo Rh positivo,

foram encontradas freqliéncias de respectivamente, 77% e 87%, para os recém-nascidos do
Estudo Prospectivo e Retrospectivo. Esta freqiiéncia estd abaixo da encontrada para os
doadores do HEMOAM, cuja média de Rh positivo ¢ de 94,8% (Dados obtidos na
Coordenagdo de Processamento de Dados do HEMOAM, 2005). Estudo realizado no
Hemocentro de S3o Paulo mostrou que a freqiiéncia de Rh positivo foi de 90%, entre

doadores caucasoides e negroides (NOVARETTI et al., 2000). A baixa freqiiéncia pode ser


http://www.hemoterapia9dejulho.com.br/info_medic01
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explicada pelo fato dos recém-nascidos, de nosso estudo, serem filhos de maes Rh negativo.
Isso favorece o aumento de descendentes Rh negativo, principalmente, quando os pais sao
homozigotos para a auséncia do antigeno D ou heterozigotos para essa proteina do sistema

sangiiineo Rh.

No Estudo Prospectivo foram analisadas 340 amostras de sangue de gestantes para
verificar a presenca de aloanticorpos irregulares. Destas, 3,5% apresentaram resultados
positivo para o Teste de Antiglobulina Indireto (TAI). Ap6s identificagdo e classificacdo dos
aloanticorpos, foi verificado que nove amostras apresentaram anti-D, das quais, 88,9%
pertenciam a classe G; uma amostra possuia anticorpos anti-C+D, os quais pertenciam a
classe G e outros dois aloanticorpos ndo foram identificados (Tabela I), pois os plasmas
testados ndo reagiram com as hemadcias fenotipadas, para os seguintes sistemas sangiiineos:
Rh, Kell, Duffy, Kidd, Lewis, P, MNS, Lutheran e Diego (Painel de Identificagdo da DiaMed
[J). Vérias possibilidades podem explicar o ocorrido, dentre as quais salientamos a existéncia
de antigenos, ainda desconhecidos, que possam ter estimulado a producdo destes
aloanticorpos. Outra possibilidade seria a existéncia de polimorfismos para os grupos
sangiiineos, resultando na formag¢do de proteinas com epitopos diferentes. O painel utilizado
em nosso trabalho para a identificagdo dos aloanticorpos foi produzido com hemaécias de
doadores da Regido Sudeste, as quais poderiam apresentar antigenos com determinantes
antigénicos diferentes, dos expressos nas hemacias de individuos da Regido Norte. Esses fatos
poderiam explicar o ndo-reconhecimento dos antigenos pelos aloanticorpos detectados. Uma
provavel solucdo para essas intercorréncias seria a producdo de um painel de identificacdo de

aloanticorpos, preparado com hemacias fenotipadas de doadores da Regido Norte.

No Estudo Retrospectivo foram encontrados 27 registros (5,6%) de gestantes com
resultado positivo para o TAIL No entanto, foram analisados 22 registros, os quais continham

os dados completos quanto a especificidade, classificagdo e titulacdo dos aloanticorpos
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irregulares. Dentre esses, foi constatado que 16 amostras continham aloanticorpos anti-D e

seis anti-C+D e, ainda, que todos os aloanticorpos pertenciam a classe G (Tabela II).

As titulagdes dos aloanticorpos irregulares foram agrupadas por faixas de titulos, nos
estudos Prospectivo e Retrospectivo. Os titulos dos aloanticorpos foram mais elevados no
Estudo Prospectivo (128 a 1024, 67%) do que no Estudo Retrospectivo (32 a 64, 45% e 512 a
1024, 30%) (Tabela III). No Estudo Prospectivo ndo foi verificada correlagdo entre os titulos
de aloanticorpos maternos e os resultados do Teste de Antiglobulina Direto (TAD), dos
recém-nascidos. No Retrospectivo, foi observada uma leve tendéncia para essa correlagao,
apesar de o niimero de amostras ser pequeno para fazer qualquer inferéncia estatistica. De
acordo com as recomendagdes do British Committee for Standards in Haematology (BCSH),
de 1996, o titulo de anticorpos obtido pelo método de aglutinagdo ndo foi diretamente
associado com a ocorréncia de DHRN. Porém, correlagio foi encontrada quando a
quantificagio do anti-D foi obtida de acordo com o padrio internacional (IU mL™)

(MICTHELL et al., 1996).

Neste estudo, ndo foram encontrados aloanticorpos contra antigenos dos outros
sistemas sangiiineos, presentes no painel de hemacias. Tal fato, provavelmente, deveu-se a
baixa freqliéncia desses antigenos eritrocitarios na populagdo Amazonica e ao tempo da coleta
de dados ter sido relativamente curto (sete meses), resultando em uma amostragem pequena
quando comparada com trabalhos similares a este, como o de Filbey e colaboradores, em

1995, na Suica (ANDERSEN et al., 2002) e Bowman (1990), citado por Moise, em 2000.

Apbs comparagdo entre as freqiiéncias de maes aloimunizadas dos dois estudos
(Prospectivo e Retrospectivo), o teste X? apresentou valor de p = 0,16, demonstrando que nao
houve diferenca significativa. No entanto, estas freqiiéncias foram altas, principalmente,
quando comparadas com freqiiéncias observadas de 0,24% na Suica e em outros trabalhos,

como citado por Andersen e colaboradores, em 2002.
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A Society of Obstetricians and Gynecologists of Canada (SOGC) e American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOC), além de outros autores, preconizam o
uso da Imunoglobulina anti-D também em mulheres Rh negativo, na 28" ¢ 29* semanas de
gestacao (LEE et al., 1999). Essas medidas, talvez contribuam, em muito, para a diminui¢do

da taxa de aloimunizagdo materna observada em alguns paises (NARANG; JAIN, 2001).

Fung e Eason observaram, em 2003, que a freqiiéncia de aloimunizagdo, na gravidez
subseqliente, foi diferente em mulheres que haviam recebido a profilaxia pds-parto (1,6% a
1,9%) das mulheres que ndo haviam recebido o anti-D (12% a 16%). Dentre as 340 gestantes
que participaram do presente estudo, ndo houve diferenca quanto ao uso da profilaxia pos-
parto. As mulheres que ndo haviam utilizado essa medida profilatica (6%), desenvolveram
aloanticorpos irregulares e as mulheres que haviam recebido o soro anti-D, pds-parto, (4%)
foram aloimunizadas. Vale ressaltar que estes dados foram obtidos nas entrevistas ¢ com
freqliéncia, as gestantes ficavam em davida quanto a essa informagao. A partir desses dados
ndo obtivemos os resultados esperados quanto a protecdo da Imunoglobulina anti-D. No
entanto, estudos mais especificos devem ser realizados para verificar sua eficacia e as

possiveis falhas quanto a administragcdo dessa medida profilatica no Estado do Amazonas.

Dentre as 47/96 gestantes que sofreram aborto e fizeram a profilaxia anti-D, 100%
foi protegida por essa medida. No entanto, das 49/96 que sofreram aborto mas ndo utilizaram
o soro, 6% foram aloimunizadas para o antigeno D (Tabela VI). Esses dados mostram que o
soro Anti-D conferiu prote¢do para as gestantes tratadas. No entanto, observou-se que 94%
das mulheres que ndo receberam o soro anti-D, ndo foram aloimunizadas. A freqiiéncia de
aloimunizagdo causada pelo aborto espontaneo foi de 1,5% a 2% e de 4% a 5% para aborto
induzido (FUNG; EASON, 2003). De acordo com Harmening (1999) algumas mulheres s3o

consideradas como ma respondedoras e, ndo produzem anticorpos com facilidade.
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O Programa de Gestantes Rh Negativo, do HEMOAM, tem como objetivo
acompanhar a gestacdo de mulheres Rh negativo, quanto a presenga ou auséncia de
aloanticorpos irregulares. Esse atendimento ¢ encerrado no 8° més gestacional, com a entrega
de uma carta a gestante, encaminhada ao profissional de saude que ird atuar no parto. Esta
carta contém os resultados dos exames imuno-hematolégicos da gestante, indicando, ou ndo, a
presenga de aloanticorpos, bem como sua identificagdo, classificagdo e titulagdo. No caso de
auséncia de aloanticorpos deve ser indicado o uso da profilaxia anti-D na mae, caso o recém-
nascido seja Rh positivo, em até 72 horas apds o parto. No caso de presenca de anti-D a
profilaxia ndo deve ser recomendada. Na verdade, este Programa ndo estd atuando na

prevencao da DHRN, mas sim, no monitoramento e orientagao dessas gestantes.

Muitos casos de aloimunizagdo ocorrem devido a erros na aplicagdo de protocolos,
entre os quais: imunoprofilaxia com doses inadequadas pos-parto; em episdédios com risco de
sensibilizacdo (exemplo: aborto, amniocentese, etc), falha no mecanismo de protecdo da

imunoglobulina anti-D (MIYADAHIRA, 2000).

A gravidade da aloimunizagdo pode ser explicada pelo fato do antigeno D ser uma
proteina situada intramembrana, apenas nas hemacias, além de sua alta freqiiéncia na
populagdo. Esse antigeno estimula resposta imune T CD4" dependente, desencadeando a
expansao clonal das células B,, que se diferenciam em células de memoria e em plasmocitos
0s quais sdo responsaveis pela secre¢do de IgG; e IgGs, predominantes nesse caso. Estas
subclasses sdo Otimas opsoninas pois sua por¢do Fc tem alta afinidade pelo receptor FcyRlI,
presente em células fagociticas. Além de possuirem afinidade pelo receptor FcRn das células
placentérias, o que justifica a facilidade de ultrapassarem a barreira placentdria (RADAEV;
SUN, 2001; RAVETCH; BOLLAND, 2001; OLLILA; VIHINEN, 2005; DANIELS, 2005).
Aratjo e colaboradores (2003) observaram presenca de IgG; por volta da 17° semana

gestacional, enquanto, IgGs foi encontrada somente apds a 25 semana. Observaram, também,
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que a severidade da DHRN estava relacionada com as subclasses de IgG, onde recém-
nascidos que apresentaram somente IgG; desenvolveram DHRN de moderada a grave,
enquanto, a maioria dos recém-nascidos que desenvolveu DHRN leve a moderada apresentou
somente IgG;. Nos casos em que foi observada a presenga das duas subclasses a DHRN

manifestou-se com maior gravidade.

Na DHRN secundaria a incompatibilidade Rh, a hemdlise ocorre devido a
eritrofagocitose ou citotoxidade mediada por anticorpos (ADCC) (ARAUIJO et al., 2003).
Este ultimo ocorre, principalmente, pela afinidade das IgG pelos receptores FcyRIII presentes
nas células Natural Killer (NK). Por possuir baixa afinidade, esse receptor, reconhece apenas
as IgG agrupadas nas superficies celulares. As I1gG; e IgG; sdo também mais eficazes na
ADCC, por apresentarem maior afinidade pelo receptor FcyRIII que a IgG, e a IgG,
(RAVETCH; BOLLAN, 2001). Portanto, a IgG, ¢ a IgG; sdo imunoglobulinas associadas a
ocorréncia de DHRN. Apesar de serem potentes ativadoras do Sistema Complemento, ndo ha

estudos que tenham confirmado esse mecanismo na DHRN desencadeada pelo antigeno D

(RAVETCH; BOLLAND, 2001; AABB, 2005).

Um dos indicadores de DHRN ¢ o Teste de Antiglobulina Direto (TAD), o qual
verifica a presenca de imunoglobulinas fixadas na superficie das hemacias fetais. Para
conclusdo do diagnostico de DHRN faz-se necessario analisar varios parametros clinicos e
bioldgicos do recém-nascido (RN), além da presenca de anticorpos IgG na circulagdo materna
(CIANCIARULLO et al., 2003). Como nao obtivemos todos estes dados, associamos a
presenga de aloanticorpos maternos dentre os recém-nascidos que apresentaram anticorpos

fixados as hemacias e, utilizamos esses resultados, como indicadores da ocorréncia de DHRN.

Neste trabalho, observamos as freqiiéncias de TAD positivo nos recém-nascidos do
Estudo Prospectivo (3%) e do Estudo Retrospectivo (2%) (Graficos 11 e 12). Devido a falta

de retorno das amostras de corddo umbilical dos recém-nascidos, de maes participantes desta
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pesquisa, obtivemos resultados de 6/13 RN de maes aloimunizadas, onde 67% destes
neonatos apresentaram TAD positivo (Grafico 15). Também no Estudo Retrospectivo ndo
foram encontrados todos os dados de RN e maes aloimunizadas. Dentre as 22 maes com
resultados completos, de identificagdo, classificagdo e titulagdo, de aloanticorpos irregulares,
foram encontrados apenas 11 resultados de RN, dos quais, 72,7% apresentaram anticorpos
fixados as hemadcias (Graficol6). Um dado importante observado, nestes casos, foi que 100%
dos recém-nascidos do Estudo Prospectivo eram Rh positivo e apresentaram TAD positivo.
No Estudo Retrospectivo, essa freqiiéncia foi de 81,8%. Esses resultados mostram a alta
probabilidade de recém-nascidos, Rh positivo, de maes aloimunizadas, desenvolverem a
doenca hemolitica devida a capacidade das subclasses de imunoglobulinas envolvidas nesse

processo (IgG; e IgGs) induzirem hemdlise.

Atualmente, mesmo com o0s avancos nas pesquisas envolvendo métodos para
predi¢do da severidade da Doenga Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN) e de tratamentos
para a anemia severa, torna-se, ainda, imprescindivel o uso correto da imunoprofilaxia para

prevencao da aloimunizagdo materna.

A alta freqiiéncia de aloimunizagdo das gestantes do PGRhN pode ser diminuida com
a inclusdo de métodos preconizados por 6rgaos competentes, ja utilizados em outros paises.
Tais como a aplicagdo da soroterapia na 28 semana de gestagdo ¢ a utilizagdo correta do anti-

D apds o parto de filho Rh positivo (LEE et al., 1999).

A DHRN causada pela incompatibilidade ABO ¢ bastante comum. No entanto, difere
da incompatibilidade Rh por causar complicagdes mais leves e com mais freqiiéncia em
neonatos, do que em fetos (BROUWERS et al., 1988a). A anemia leve ¢ o quadro mais
freqiente da DHRN causada pelo sistema ABO. Porém, um recém-nascido em cada 150 ¢
acometido por ictericia moderada e, um entre 3000 neonatos, apresenta hemolise severa

(ZIPRIN et al., 2005).
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Neste trabalho, verificamos a presenga de aloanticorpos regulares da classe G nas
maes que participaram do Estudo Prospectivo. Dentre as gestantes estudadas, (87%) 296/340
apresentaram aloanticorpos regulares (IgG) (Tabela V). A incompatibilidade ABO materno-
fetal foi verificada para as 296 gestantes, onde encontramos freqiiéncia de 9% nas maes do
grupo sangiiineo A (Grafico 17) e 5% para as maes do grupo B (Grafico 18). A maior
freqliéncia de incompatibilidade ABO encontrada foi para as maes do grupo sangiiineo O, de
17% (Gréfico 19). Valores similares a este foram encontrados nos estudos de Cariani e
colaboradores (1995), com 16%; Han e colaboradores (1998), com 15,6%; Kumlien e
colaboradores (2000) e Andersen e colaboradores (2002), ambos com 15%. Cianciarullo e
colaboradores (2003) mostraram que a incompatibilidade ABO foi ocorréncia quase exclusiva
nas maes do grupo sangiiineo O, com filhos A ou B. Os autores atribuem a ocorréncia desse
fato, devido as mulheres do grupo sangiiineo O apresentarem maior capacidade de produzir
anticorpos anti-A e anti-B, da classe G.

Nos casos de incompatibilidade ABO em maes dos grupos sangiiineos A ¢ B nao
foram encontrados resultados de Teste de Antiglobulina Direto (TAD) positivo entre os
recém-nascidos. Porém, no grupo de maes O foram encontrados 2/19 (10%) de casos de
recém-nascidos com anticorpos fixados as hemacias. Estudos mostraram freqiiéncias de TAD
positivo de 32%, 0,52% e 0%, em recém-nascidos de maes dos grupos O, A e B,
respectivamente (CIANCIARULLO et al., 2003).

Sabe-se que os anticorpos contra os antigenos do sistema ABO s3o produzidos,
principalmente, pelos linfocitos B, e MZ B. Naturalmente, estes anticorpos sdo formados nos
primeiros meses de vida, a partir de estimulos de polissacarideos encontrados em bactérias e
alimentos. A maioria pertence a classe M, no entanto, Cook (2005) afirmou a existéncia de

anticorpos naturais da classe G, IgG,.
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Em quase todos os casos de DHRN por incompatibilidade ABO, a subclasse
responsavel ¢ a IgG, (BROUWERS et al., 1988a). Como esta imunoglobulina tem pouca
capacidade de induzir lise celular, provavelmente por possuir baixa afinidade com os
receptores de células fagociticas, a DHRN ¢ apresentada de forma leve (UKITA et al., 1989;
ABBAS; LICHTMAN, 2005). Entretanto, foram relatados casos graves de DHRN por
incompatibilidade ABO (MCDONNELL et al, 1998), onde supde-se a presenca de
imunoglobulinas IgG; e IgGs, as quais, induzem lise celular, citotoxidade mediada por
anticorpos e ativam a via classica do Sistema Complemento. Como citado anteriormente,
essas subclasses de imunoglobulinas tém alta afinidade com receptores FcyRI de células
fagociticas e, por isso, sdo opsoninas bastante eficientes (ARAUJO et al., 2003; ABBAS;
LICHTMAN, 2005; COOK, 2005).

Outros estudos mostram que a severidade da DHRN-ABO foi associada com
anticorpos anti-B da classe G, miscigenacdo de etnias e efeito litico de determinadas
subclasses de IgG (IgG; e IgG;) (MACDONNELL et al., 1998; ZIPRIN et al., 2005). O titulo
dos aloanticorpos regulares também pode ser um fator importante para a gravidade da DHRN-
ABO (USHA; SULOCHANA, 1998). Neste trabalho ndo foram verificados os titulos dos
aloanticorpos regulares, todavia, futuros estudos devem ser realizados com esta finalidade.

A ativacdo ou ndo do Sistema Complemento in vivo ainda ndo estd totalmente
esclarecida. Alguns autores constataram a sua ocorréncia em casos de DHRN-ABO e outros
negaram esta possibilidade. Brouwers e colaboradores (1988a) afirmam que a presenca de
antigenos A e B distribuidos no plasma e em tecidos, previne a ativagdo do sistema
complemento in vivo. Afirmam, ainda, que se os antigenos do sistema ABO estivessem
presentes somente nas hemadcias, como o antigeno D, do sistema Rh, a severidade da DHRN-
ABO seria comparada com as DHRN causadas pelas incompatibilidades Rh ou Kell.

Brouwers e colaboradores (1988b) também afirmaram que o sistema complemento ndo ¢
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ativado in vivo, nos casos de DHRN causada por maes do grupo sangiiineo O, com filhos do
grupo sangiiineo A. Outros autores afirmam que os antigenos A e B estdo expressos em baixa
densidade na membrana das hemacias dos recém-nascidos (DANIELS, 1995; HERSCHEL et
al., 2002; ZIPRIN et al., 2005). Provavelmente, o sistema complemento ndo seja ativado por
esse motivo pois, para que haja inser¢do do componente C1 da via Cléssica do sistema
complemento, faz-se necessario a proximidade de duas moléculas de IgG. No entanto, a
provavel distancia entre os sitios antigénicos poderia explicar a deficiéncia na ativagdo do
sistema complemento nos casos de incompatibilidade ABO.

O Teste de Antiglobulina Direto (TAD) também pode ser usado como indicador de
outras patologias, e ainda assim, apresentar resultado negativo, mesmo utilizando técnicas
mais sensiveis, como o gel. Nos casos de ictericia presente e hiperbilirrubinemia, ¢ importante
pesquisar outros possiveis motivos, como a deficiéncia de G6PD, por exemplo, (HERSCHEL
et al., 2002). Kaplan ¢ Hammerman (2005) também observaram que um ter¢o de criangas do
grupo sangiiineo A e B, de maes do grupo O, podem apresentar TAD positivo, porém, nao
necessariamente, ocorrer a DHRN, anemia ou ictericia.

A partir dos dados obtidos nesse trabalho e dos estudos relatados, observamos a alta
freqiiéncia de incompatibilidades ABO, materno-fetal e a alta freqiiéncia de imunoglobulinas
anti-A e anti-B, da classe G, nas mulheres do Programa de Gestantes Rh Negativo (PGRhN).
Propomos que seja realizado um estudo para verificar a classificagdo e subclassificagao dessas
imunoglobulinas, em todas as gravidas, independente de grupo sangiliineo Rh. Essa
proposicdo visa a utilizagdo, no futuro, desses testes imuno-hematologicos como rotina nos
exames de pré-natal, visto que no Brasil existe uma miscigenac¢do de etnias, favorecendo a
ocorréncia de DHRN na forma grave, inclusive com hidropsia.

Atualmente, na cidade de Manaus, ndo existem dados na literatura especializada,

acerca da incidéncia da DHRN causada pela incompatibilidade ABO. Isto ocorre devido ao
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diagnéstico inconclusivo, no que diz respeito aos sintomas comuns a outras patologias e,
também, a auséncia de testes confirmatdrios sobre essas imunoglobulinas. Devido a alta
aloimunizagdo regular, torna-se importante a realizagdo de estudos na Regido Norte,
referentes a essas incompatibilidades e a implantacdo de testes laboratoriais que auxiliem na
obtencdo de diagnosticos mais precisos sobre essa patologia.

De acordo com Lee e colaboradores (1999), alguns eventos podem ser considerados
como potencialmente de risco para aloimunizacdo materna. Dentre os eventos estdo: parto
(normal ou cesarea) de crianga Rh positivo; aborto; testes de diagnostico pré-natal invasivos
(amniocentese, cordocentese e amostra da vilosidade coridnica); hemorragia durante a

gestacao (feto-materna); gravidez ectopica; natimorto etc.

No estudo Prospectivo foram realizadas entrevistas com as gestantes e obtivemos
dados importantes para analise de eventos, possiveis indutores de aloimunizac¢do, nos quais
estavam: aborto, numero de gestacdes, transfusdo sangiiinea e filhos (gestacdes) de pais
diferentes (Tabela IV). Essas situacdes foram analisadas em relagdo aos aloanticorpos,
regulares e irregulares.

A freqiiéncia de aloanticorpos distribuidos por grupos sangiiineos, também foi
observada. De acordo com os valores encontrados, os grupos sangiliineos “O” e “A”
apresentaram maior “suscetibilidade” para a produ¢do de aloanticorpos, do que o “B” e “AB”
(Tabela V). No entanto, ndo pudemos inferir a existéncia de correlagdo com a aloimunizagao
e os grupos sangiiineos ABO.

Observando cada situacdo constatamos que, com 95% de confianca, pelo teste exato
de Fisher, de que existe associacdo, entre o fato da gestante ter tido duas ou mais gestacoes e
de pais diferentes, com a producdo de aloanticorpos irregulares (Tabela IV). Essas duas
situacdes podem ser redundantes, visto que mulheres que tiveram filhos de pais diferentes, ja

haviam tido mais de uma gestagao.
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Como pudemos observar, transfusdo sangiiinea ndo foi considerado um evento em
potencial para a indugdo de aloimunizagdo. Isto pode ser justificado pela realizagdo das
provas de compatibilidade pré-transfusionais, além da fenotipagem eritrocitiria dos
concentrados de hemécias para os pacientes politransfundidos. Schonewille e colaboradores
(1999) observaram uma freqliéncia de 30% para aloimunizagdo nos pacientes

politransfundidos.

A andlise dos aloanticorpos regulares apresentou resultado significativo quando
associada com os grupos sangiiineos. As maes do grupo “O” foram as que mais apresentaram
aloanticorpos IgG anti-A e anti-B (Tabela VIII).

Observando cada situagdo verificamos, com 95% de confianga, pelo teste exato de
Fisher, que o aborto contribuiu para a producao de aloanticorpos regulares IgG (Tabela IX).

Também foi verificado a condicdo multipara e pais diferentes. Entretanto, pelo Teste
Qui-quadrado (correg¢do de Yates), ao nivel de 95% de confianga, observamos que ndo houve
associagdo entre o fato da mae ser multipara do mesmo pai ou de pais diferentes, com a
produgdo de aloanticorpos regulares (IgG) (p-valor=0,7452).

Noventa por cento das mulheres primigestas apresentaram aloanticorpos regulares
IgG e, no entanto, ndo haviam sido expostas a nenhuma situacdo indutora de aloimunizagao.
Dentre essas, uma mae do grupo sangiiineo “O” teve um filho do grupo “A” com TAD
positivo (Tabela VIII).

Em contraste a imunizagdo Rh, na qual o titulo de anticorpos aumenta
progressivamente seguindo uma relagdo grravidez-imunizacdo, altos titulos de anticorpos
anti-A e anti-B podem, muitas vezes, ser encontrados em mulheres até antes de sua primeira
gestagdo (KAPLAN; HAMMERMAN, 2005).

Brouwers et al. (1988a) sugeriram que a imunizagdo por antigenos A ou B nao foi

induzida somente por antigenos eritrocitarios de prévias gestagdes, mas também por antigenos
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presentes nos alimentos, em bactérias e vacinas. Essa informagdo foi suportada pela
freqliéncia de 50% das maes que tiveram lise induzida por anticorpos, estarem na primeira

gestacao.
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6 Conclusao

No presente estudo, foram realizadas analises descritivas, comparativas e associagoes
dos resultados obtidos nos estudos Prospectivo e Retrospectivo. A partir dessas analises,

podemos concluir que:

- ndo houve diferenga significativa, entre as freqliéncias dos grupos sangiiineos das

maes e dos recém-nascidos, entre os dois estudos;

- também nao houve diferenga significativa, nas freqiiéncias de aloimunizacgdo
irregular, nas gestantes participantes dos dois estudos. No entanto, essas freqiiéncias foram
comparadas com as obtidas por outros autores e desta comparagdo, constatamos que ainda ¢
alta a aloimunizagdo irregular, no Programa de Gestantes Rh Negativo. O objetivo deste
programa ¢ a prevencao da doenga hemolitica do recém-nascido. Porém, devido a sua agdo
limitada, ndo foi alcancada a meta proposta. Sugerimos que o programa seja reformulado para
chegar a uma freqiiéncia minima de aloimuniza¢des maternas, morbidade e mortalidade
neonatal. Entre outras falhas de protocolos que continuam ocorrendo estdo: doses inadequadas
de imunoglobulinas, a ndo indicacdo da profilaxia em casos de abortos, natimortos e
prevencdo e tratamento dos erros transfusionais, amniocentese, cordocentese, entre outros

(CIANCIARULLO et al., 2003).

Observamos, ainda, a alta freqiiéncia de aloanticorpos regulares da classe G nas
gestantes do Estudo Prospectivo. Sabe-se que existe grande possibilidade de maes do grupo O
produzirem anticorpos anti-A e anti-B da classe G. Apesar de ndo ter sido identificadas as
subclasses neste estudo, Brouwers e colaboradores (1988a) demonstraram que a maioria dos
anticorpos regulares IgG pertence a subclasse G,. Este dado pode explicar porque a DHRN
causada pela incompatibilidade ABO, geralmente, manifesta-se de forma leve. No entanto,

quando os antigenos do sistema ABO penetram no organismo, por meio de vacinas como a
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antidiftérica e a antitetanica, induzem resposta T CD4" dependente e ativam os linfocitos B,,
os quais produzem imunoglobulinas IgG; e IgGs;. A severidade da DHRN foi associada com a
presenga dessas subclasses de IgG, além da miscigenagdo de etnias, onde as etnias negra e
mestiga apresentaram maiores freqiiéncias de hidropsia fetal, que a branca. Os mesmos
autores relataram, ainda, maior freqiiéncia da gravidade da DHRN encontrada em criangas do
grupo sangiiineo B (ZIPRIN et al., 2005). Tendo em vista que na Regido Norte observa-se
uma tendéncia ao aumento da mistura de etnias, devido ao alto indice de imigracao,
pressupde-se que a DHRN com sintomas graves pode vir a ocorrer com mais freqiiéncia, em
nossa populagdo. A partir dessa suposi¢ao, recomendamos que sejam realizados estudos para
investigagdo da situagdo real acerca da DHRN, causada pela incompatibilidade ABO, para a

Regido Norte.

Para a prevencdo da DHRN causada pela incompatibilidade ABO nao ¢é possivel
introduzir a profilaxia com anticorpos anti-A e anti-B, como o Soro anti-D, usado na
prevencdo da DHRN causada pela incompatibilidade Rh. A produgdo de aloanticorpos
regulares IgG ¢ dificil de ser impedida, visto que esses anticorpos podem ser formados por
estimulos a diversas substincias (por exemplo: vacinas). Entretanto, uma solucdo seria a
administracdo da Imunoglobulina G Intravenosa, que se ligaria aos receptores das células
fagociticas no bago. Esse procedimento impede que as hemadcias revestidas pelos
aloanticorpos regulares se liguem aos receptores das células fagociticas evitando, dessa forma,

a hembolise.
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A — FORMULARIO DE ENTREVISTA coM AS GESTANTES RH NEGATIVO DO PROGRAMA

PRESENCA DE ALOANTICORPOS ERITROCITARIOS EM GESTANTES Rh
NEGATIVO ATENDIDAS NA FUNDACAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS (FHEMOAM)

Dados pessoais:

Nome:
Data de nascimento:
Naturalidade:

Endereco:

Telefone:
Profissao:

Nivel de escolaridade:

( ) Sem Escolaridade

( ) Ensino fundamental ( ) Incompleto ( ) Completo
( ) Ensino Médio () Incompleto ( ) Completo
( ) Ensino Superior () Incompleto ( ) Completo

Historico de vida gestacional e transfusional:

N° de gestacao: Programa de Preven¢do a DHRN:
N° de aborto: Administragdo da soroterapia:
N° de filhos: Historico de transfusao sangiiinea:

Pais diferentes:

Algum filho nasceu com complicagdes po-parto? Quais? Como foi tratado?
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B — Termo pe Consentivento Livre E Escrarecipo Para Pesouisa CLinica

Nome do voluntario(a):

1. Titulo do trabalho Experimental

Presenga de Aloanticorpos Eritrocitarios em Gestantes Rh Negativo Atendidas na Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

2. Objetivo

Identificar anticorpos eritrocitarios regulares e irregulares e correlacionar com o surgimento da Doenga
Hemolitica do Recém-Nascido.

3. Justificativa

A doenga hemolitica do recém-nascido ¢ causada principalmente pelo anticorpo materno Anti-D, do sistema Rh.
Apesar de pouco divulgado, essa doenga também pode ocorrer pela presenca de outros anticorpos maternos
regulares e irregulares contra diferentes antigenos dos sistemas sangiiineos, do recém-nascido. Tais anticorpos
desencadeiam a destruigdo das hemacias (globulos vermelhos) do feto causando anemia. A crianga apresenta cor
amarelada e se ndo for tratada pode causar seqiielas graves (inclusive problemas neurologicos) ou até mesmo, a
morte.

Neste trabalho pretende-se estudar as maes Rh negativo e seus recém-nascidos, com a finalidade de observar a
presenca de anticorpos maternos regulares e irregulares, contra antigenos eritrocitarios fetais, possiveis
causadores da doenga hemolitica. Este estudo podera dar subsidios para 0o HEMOAM ampliar o seu programa de
atendimento as gestantes, incluindo as gestantes Rh positivo.

4. Procedimento
Serdo coletadas amostras de sangue, para a realizagdo dos seguintes exames:

Em gestantes Rh negativo:

- Tipagem Sangiiinea;

- Teste de Antiglobulina Indireto;

- Classificagdo, identificacdo e titulagdo dos anticorpos
Em recém-nascidos, de maes cadastradas no programa:

- Tipagem Sangiiinea;

- Teste de Antiglobulina Direto;

Nos recém-nascidos que ndo for possivel coletar o sangue do corddo umbilical, ndo sera solicitado a
amostra por pun¢do venosa do mesmo.

Ap0s o término do estudo, as amostras utilizadas serdo desprezadas, de acordo com as normas técnicas
do laboratério de imuno-hematologia.

5. Informacdées

Serdo incluidas no estudo todas as maternidades onde se encontrarem as maes Rh negativo com anticorpos
regulares e irregulares, as quais assinaram o termo de consentimento. As pessoas responsaveis pela coleta da
amostra de sangue do corddo umbilical do recém-nascido serdo os técnicos que estiverem presentes na hora do
parto em cada maternidade.

O HEMOAM néo podera ser responsabilizado por qualquer dano que possa ocorrer aos pacientes, quando
estiverem sendo atendidos na maternidade.

6. Riscos e beneficios
O presente estudo ndo apresenta riscos aos voluntarios.

O voluntério tem a garantia de que receberd respostas para qualquer pergunta ou duvida quanto aos
procedimentos relacionados com a pesquisa. Os pesquisadores assumem o compromisso de fornecer
informagdes atualizadas obtidas durante o estudo, ainda que estas possam afetar a vontade do individuo em
continuar participando do estudo em questdo. Informamos também que os resultados obtidos nesse trabalho
poderdo ser publicados em jornais ou revistas cientificas. Em casos de dividas, o voluntario devera entrar em
contato com Francimary de Oliveira Cavalcante, pelo telefone: 655-0100 ramal: 0129 ou 0134.

O voluntario devera estar ciente de que ndo havera remuneragdo por sua participagdo nesse estudo. Porém,
estara contribuindo para a pesquisa cientifica, que podera beneficiar as futuras gestantes.
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7. Retirada do consentimento
O voluntéario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo sem prejuizo de ordem pessoal-profissional com os responsaveis pela pesquisa.

8. Aspecto legal
Elaborados de acordo com as diretrizes e normas que regulamentam pesquisas envolvendo seres
humanos, atendendo a Resolugdo n.° 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Satde — Brasilia — DF.

9. Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a privacidade dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa.

10. Local da Pesquisa
A pesquisa sera realizada no laboratorio de Imuno-hematologia da Fundagdo Hemocentro do Amazonas
(HEMOAM), localizada a Avenida Constantino Nery, n.° 4397, Chapada; CEP: 69050-002 — Manaus-AM.

11. Consentimento
Eu, certifico que tendo lido as
informagdes acima e suficientemente esclarecido(a) de todos os itens pela pessoa responsavel pela pesquisa,
estou de pleno acordo com a realizagdo dos experimentos. Assim, eu autorizo a execu¢do do trabalho de
pesquisa, exposto acima, com a minha amostra de sangue e do meu recém-nascido coletadas.

Manaus, de de
Nome (por extenso):
Assinatura do voluntario ou representante legal:
1? via: Instituigdo Impressdo datiloscopica

2 via: Voluntario
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