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Artigo / Article

Avaliacdo das subclasses IgG1 e IgG3 na doenca hemolitica perinatal
Assessment of IgG1 and IgG3 subclasses in perinatal hemolytic disease

Maria A. Araujo* A doenga hemolitica perinatal (DHPN) ainda é um problema clinico.
Elenice Deffune? Nenhum teste isolado prediz, com seguranca, a gravidade do quadro
hemolitico. O objetivo do presente estudo foi determinar as subclasses

1 3
Luciana M. B. Carlos de anticorpos IgG1 e 1gG3 por citometria de fluxo no soro de 42 ges-

Silvig M M. Magalhées“ tantes isoimunizadas e correlacionar os dados obtidos com a gravi-
Marjorie A. Golim® dade da DHPN. A distribuigao dos fetos ou neonatos segundo a gravi-
Lilia M. C. Camara® dade do quadro hemolitico evidenciou 13 casos com doenca leve, 16

casos com doenga moderada e 13 com doenga grave. As subclasses
foram detectadas em 33/42 (79%) amostras. A subclasse 1gG1, isola-
damente, foi evidenciada em 14/33 (42,4%) casos. Na relacéo entre
gravidade da doenca e subclasses de 1gG, observou-se que IgG1 isola-
da foi encontrada em todos os grupos, e os valores da mediana de
intensidade de fluorescéncia (MIF) foram significativamente mais al-
tos nas formas mais graves da DHPN (p<0,01). Contrariamente, 0s
valores da MIF para 1gG3 se apresentaram mais homogéneos em todas
as categorias (p=0,11). A presen¢a de 1gG3 parece, portanto, estar
mais associada a hemdlise leve. A associacdo das subclasses 1gG1 e
IgG3 esta relacionada a situacao clinica mais grave, o que se deve,
possivelmente, a presenca de 1gG1 associada. Apesar dos altos valores
para lgG1 e a associagao de IgG1 com IgG3 indicarem maior gravida-
de da DHPN, sugere-se que outras variaveis sejam analisadas conjun-
tamente, uma vez que os relatos existentes na literatura, até o mo-
mento, ndo dao suporte para seu uso como instrumento exclusivo de
avaliagdo de gravidade e prognostico da doenga. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2003;25(4):201-206.

Palavras-chave: Subclasses de 1gG; doenca hemolitica perinatal;
isoimunizacdo materna; IgG1, 1gG3.

" Mestranda em Patologia Tropical, Departamento de Patologia e Medicina Legal, Universidade Federal do Ceara —
Fortaleza-CE.
Professora assistente da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp.
Médica do Servico de Transfusdo do Hospital Geral Dr. César Cals — Fortaleza-CE.
Professora adjunta do Departamento de Medicina Clinica, Universidade Federal do Ceara — Hemoce.
Mestranda em Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu,
] Unesp — Botucatu-SP.
Professora adjunta do Departamento de Patologia e Medicina Legal, Universidade Federal do Ceara.

a o~ W N

Correspondéncia para: Maria Annecy de Araujo

Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — Hemoce
Laboratério de Imuno-hematologia.

Av. José Bastos, 3390

60436-160 — Fortaleza-CE

Tel: (85) 9998-8651 - e-mail: mannecyaraujo@bol.com.br

201

Artigo Original - Avaliagdo subclasses.p65 201 23/12/2003, 12:43



Artigo Original - Avaliagdo subclasses.p65

Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(4):201-206

Araujo MA et al

Introducéo

A doenc¢a hemolitica perinatal (DHPN) esta
associada a presenca de anticorpos maternos con-
tra antigenos eritrocitarios do feto ou recém-nasci-
do em sua circulac¢io, causando hemolise imuno-
mediada de gravidade varidvel. Apesar da profi-
laxia relacionada a sensibilizacao Rho (D), a do-
enca permanece um problema clinico devido a
participacdo de anticorpos contra outros antigenos
do sistema Rh ou mesmo de outros sistemas.!

Entre os testes laboratoriais relacionados com
a gravidade da doenca hemolitica, constam a titu-
lagao do anticorpo por técnicas manuais de agluti-
nacdo,’ a quantificacio por técnicas automatiza-
das,? os biotestes celulares pelas técnicas da mono-
camada de mondcitos (MMA)*° e da citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (CCDA), as ani-
lises de subclasses da imunoglobulina G (IgG) por
técnicas de aglutinacao,' a citometria de fluxo™®’ e
o gel teste.”® A IgG consiste de quatro subclasses
(IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4), todas capazes de atraves-
sar a placenta a partir da ligacao com receptores Fc
na membrana placentiria.!! Diferem entre si em es-
trutura, propriedades biologicas, catabolismo e, em
particular, na afinidade por receptores Fc gama.

As hemicias revestidas por IgG1 e IgG3 po-
dem reagir com sitios receptores especificos nas
células fagociticas e serem destruidas por meca-
nismos de eritrofagocitose ou lise citotoxica.'*'? O
mesmo nao se pode afirmar das subclasses IgG2 e
IgG4, cuja capacidade de ligacio aos receptores
dos macrofagos € fraca ou nula, 1510

A determinac¢ido das subclasses pela técnica
de aglutinacao, apesar de simples, tem pouca
reprodutibilidade e dificil padronizacao."'” Técni-
cas mais modernas como ELISA, gel teste e cito-
metria de fluxo tém-se mostrado mais sensiveis,
apresentando resultados reprodutiveis e preci-
50s.821018 Qg dados da literatura sobre a correla-
cio entre as subclasses de IgG e gravidade da
hemolise sao controversos.'*" O objetivo do pre-
sente estudo foi avaliar a subclassificacio dos
anticorpos IgG por citometria de fluxo no soro de
gestantes isoimunizadas correlacionando os dados
obtidos com a gravidade da DHPN.

Casuistica e Métodos

Amostras de soro de gestantes isoimunizadas,
cujos filhos desenvolveram DHPN, foram estuda-
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das no periodo de marco de 2001 a dezembro de
2002. O material foi processado no Hemocentro
de Botucatu-SP e no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (Hemoce). O sangue da mae
e do concepto (cordio umbilical) foram colhidos
durante o pré-natal, nos casos de solicitacio de
transfusao intra-itero, ou no pds-parto imediato.

A DHPN foi diagnosticada pela positividade
do teste de antiglobulina direto (TAD) pelo méto-
do de gel centrifugacio (ID-cartio LISS/Coombs -
DiaMed). Os critérios de gravidade da doenca fo-
ram baseados em Alie-Daran et al* modificados:
conceptos com doenga leve nao receberam qual-
quer tratamento; aqueles com doenca moderada
apresentaram Hb=9,0 mg/dl e receberam exsan-
glineotransfusio; os com doenga grave apresen-
taram Hb<9,0 mg/dl e receberam pelo menos uma
transfusao intra-tGtero ou o concepto foi a Obito.

O teste de antiglobulina indireto (TAD), pelo
método de gel centrifugacao (ID-cartdo LISS/
Coombs — DiaMed), foi realizado em cada gestan-
te para detecclo, identificacao e titulacao do anti-
corpo. Os soros destas gestantes isoimunizadas
foram utilizados para sensibilizagcao in vitro de
hemaicias de doadores voluntarios de sangue do
grupo “O” com antigenos eritrocitirios correspon-
dentes ao anticorpo encontrado.

O grupo controle foi composto por oito doa-
dores de sangue voluntarios (grupo “O”), prove-
nientes do Hemocentro de Botucatu-SP, cujas
hemacias foram incubadas com soro de individu-
os de grupo AB com TAI negativo.

As subclasses de IgG foram pesquisadas nas
hemidcias sensibilizadas in vitro. Para a realizacido
dos testes, em 100 ml de uma suspensao contendo
20.000 hemdcias/mm?, foram adicionados 50 ml de
anticorpo marcado com fluoresceina, (sheep anti-
IgG, e IgG, ychain —fluorescein conjugate — The
Binding Site Limited — Birmingham -UK) diluido
1:10 em PBS (0,1M, pH 7,2), seguido por periodo
de incubag¢io de 30 minutos a temperatura ambi-
ente e protegido da luz.

Para padronizacao da leitura no citdmetro de
fluxo foram utilizados anticorpos monoclonais
murinos antiglicoforinas humanas — padrao posi-
tivo e anticorpos antieritrécitos caninos — padriao
negativo, ambos produzidos no Hemocentro de
Botucatu-SP. Utilizamos conjugados policlonais de
cabra anti-IgG total murino, marcados com FITC,
para deteccdo da ligacao dos anticorpos as
hemadcias.
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Ap6s o periodo de incubacio, foram adicio-
nados 100 pl de paraformaldeido 1% diluido em
solucio tampao do fabricante (Becton Dickinson,
San Jose — USA) e 500 pl de Isoton II (Beckman
Coulter). A leitura foi feita no FACS Escalibur
Becton & Dicknson (San Jose, USA) usando o
software CellQuest.

Para a determinacao das subclasses de IgG
adotamos o valor da mediana de intensidade de
fluorescéncia (MIF) das amostras de cada pacien-
te, descontado o valor do controle, em duplicata.
Foram considerados positivos os resultados supe-
riores aos valores obtidos para o grupo controle.

As andlises estatisticas foram realizadas com
os testes de Pearson, qui-quadrado e Kruskal-
Wallis.

Resultados

Amostras de soro de 42 gestantes alo-sensi-
bilizadas que preencheram os critérios de inclu-
sao foram analisadas.

Tendo como base os critérios de gravidade
previamente citados, 13 (30,9%) conceptos apre-
sentaram doencga leve, 16 (38,2%) doenc¢a modera-
da e 13 (30,9%) grave (Tabela 1). Dos treze com
doenca grave, nove receberam exsangliineotrans-
fusao e transfusao intra-ttero, um recebeu apenas
transfusio intra-Gtero e trés foram a 6bito (dois
abortos e um natimorto).

Tabela 1
Distribuicdo do numero de conceptos com doenca
hemolitica perinatal segundo a gravidade

Gravidade N° de conceptos %
Leve 13 30,9
Moderada 16 38,2
Grave 13 30,9
Total 42 100,0

O TAD no sangue do cordao foi avaliado em
38/42 amostras. Nao realizamos TAD em trés ca-
sos de aborto e morte intra-Gitero € em um caso
grave no qual a gestante nao retornou ao hospital
para acompanhamento pré-natal.

As especificidades dos anticorpos encontra-
dos nas gestantes foram: 39 anti-D, dois anti-CDE
e um anti-Di*. Os valores dos titulos dos anticorpos
variaram de 4 a 2.048.
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A mediana da intensidade de fluorescéncia
(MIF) encontrada na populaciao controle foi 13,8
para IgG1 e 8,67 para IgG3. As subclasses foram
detectadas em 33 gestantes (Tabela 2). Na relacao
entre gravidade da DHPN e subclasses de IgG, foi
observada IgG1 isolada em todos os grupos. En-
tretanto, observou-se uma correlacio estatistica-
mente significante (p<0,01) entre os valores da MIF
para IgG1 e gravidade, ou seja, os valores foram
significativamente mais altos nos casos mais gra-
ves. Contrariamente, os valores de IgG3 se apre-
sentaram mais homogéneos em todos os estados
da doenca (p=0,11) (Tabela 3 ).

Os testes Kruskal-Wallis e qui-quadrado mos-
traram que os valores de IgG1 diferiram nos trés
niveis de gravidade da doenca (p < 0,01). Entre-
tanto, o mesmo nao foi observado para a subclasse
IgG3 [Kruskal-Wallis (p> 0,11) e qui-quadrado (p
> 0,63)] (Tabela 3).

Quando se correlacionou a gravidade da
DHPN com a presenca de apenas uma subclasse
ou sua associacido, observou-se que a freqiiéncia
de IgG1 isolada foi maior nos grupos com doenca
moderada e grave. A presenca de IgG3 foi mais
freqiiente no grupo de doenga leve e a associacao
das duas subclasses se correlacionou com a maior
gravidade da DHPN (tabela 4).

Discussao

O transporte de IgG pela barreira placentaria
pode resultar em titulos de anticorpos mais eleva-
dos no feto com relacio aqueles da mae, o que
nem sempre se associa a hemolise perinatal. A in-
fluéncia dos diferentes isétipos IgG maternos na
producio da hemolise fetal ou neonatal tem sido
amplamente discutida."'* 1317 Taslimi et al e
Lubenko et al destacaram a IgG1 como o subtipo
produzido em maior quantidade e transportado
com maior eficiéncia e rapidez.'?' A IgG1 atraves-
sa a placenta por volta da 172 semana, enquanto a
IgG3 o faz dois meses depois.?"*

No presente estudo, as subclasses IgG1 e IgG3
foram detectadas em 33/42 (78,6%) amostras. Es-
ses resultados estio de acordo com os relatados
por Dacie, Garraty e Nance.”* A frequiéncia de dis-
tribuicio das subclasses nos trés grupos preesta-
belecidos foi semelhante a de Garraty e Nance, que
encontraram 39% de IgG1, 28% de 1gG3 e 33% de
IgG1+ 1gG3 e a de Alie-Daran et al, que detectaram
43% de IgG1, 27% de IgG3 e 30% de IgG1+IgG3.7%
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Tabela 2:

Distribuicdo dos niveis das subclasses IgG1 e IgG3 maternas segundo a gravidade da

doenca hemolitica perinatal

tir um nivel critico de
sensibilizacio acima do

Gravidade da doenca

qual a destruicao eritroci-

taria in vivo torna-se apa-

Leve Moderada Grave )

MIF Is6tipo > MIE Is6tipo > MIF Is0tipo > rente. Os dados aqui apre-
IgG1 | 1gG3 | controle | IgG1 | IgG3 | controle | IgG1 | IgG3 | controle sentados mostraram que
10,75 858 - 10,75 882 gG3 6978 8,66 gG1 gestantes alo-sensibilizadas
10,65 89 I9G3 1155 973 lgG3 34599 858 lgG1 produzem mais anticorpos
1065 9,65 IgG3 137 858 - 1382 939  I1g1+3  de subclasse IgG1l. Obser-
10,18 8,66 - 1407 858 IgG1 1382 8,66 lgG1 vou-se uma correlacdo es-
10,65 8,22 IgG3 14,86 8,58 lgG1 114,44 nd IgG1 tatisticamente significante
10,18 9,73 lgG3 12,63 8,66 - 196,32 8,66 lgG1 (p<0,01) entre os valores
10,84 9,65 lgG3 14,46 8,66 lgG1 69,16 26,9 lgG1+3 MIF para IgGl e gravidac]e
1046 7,84 - 154 89 lgG1+3 97,34 37,18  IgGl+3 da hemdlise.

10,18 7,91 - 142 8,74 lgG1+3 330,77 28,64  IgGl1+3 Com relacio a fre-
1055 7,91 - 104,6 nd IgG1 8582 3652  IgG1+3 qiiéncia de IgG3, os resul-
10,76 8,82 IgG3 1843 8,66 IgG1 57,25 9,14 lgG1+3 tados do presente estudo se
21,87 835 IgG3 142 843 IgG1 11,04 12,98 IgG3 assemelham aqueles relata-
1346 851 - 37,86 5829 IgG1+3 1241 835 - dos na literatura. 1791120 Fr-
1446 851 '9G1 tretanto, Lynen et al

17,78 10,09  IgGl1+3 ’ ’

13,82 8.2 gG1 Pollock e Bowman,

Zupanska et al >** na ana-

lise de respectivamente 13,

98 e 39 gestantes, mostra-

Tabela 3

Medidas estatisticas dos valores das subclasses IgG1 e IgG3 maternas segundo a
gravidade da doenca hemolitica perinatal

ram freqiiéncias de IgG3 in-
feriores. Os valores da MIF

Gravidade da doenca para 1gG3 observados fo-
ram em geral baixos, o que
; Leve Moderada Grave

ESMtg?I'ISC:iiSa . estd de acordo com os rela-
MIF MIF MIF tos de Iyer et al'' e Garner
lgG1 lgG3 lgG1 lgG3 lgG1 lgG3 et al” e sugere que a IgG3
Ne de Pacientes 13 13 16 15 13 12 nao parece essencial para
Média 11,63 8,72 21,42 12,09 109,07 16,97 o desenvolvimento da he-
. molise grave quando 1gG1

Mediana 10,65 8,87 14,33 8,67 69,78 9,27
materna se apresenta rela-

Desvio Padréao 3,19 0,65 23,02 12,79 114,21 11,73

tivamente elevada.”

Virios autores buscaram analisar a contribui-
cido da subclasse IgG1 na fisiopatologia da DHPN.
Thomas et al mostraram que IgG1 era responsavel
por mais de 50% dos casos que necessitavam de
fototerapia ou transfusao.* Lubenko et al deter-
minaram as concentracoes de IgG nos soros ma-
ternos e fetais com e sem risco de DHPN e obser-
varam niveis maiores de 1gG1 nos casos com mai-
or probabilidade de DHPN.*!

Meulen et al demonstraram, em pacientes com
TAD positivo por auto-anticorpos IgG1, uma dife-
renca no numero de moléculas IgG nas hemacias
de pacientes com e sem hemolise, sugerindo exis-
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Um sinergismo entre

IgG1 e IgG3 parece contri-

buir para o agravamento da doenga,”!** embora
presume-se que haja um efeito protetor de IgG3
neutralizando as acoes de 1gG1."” Garner et al de-
monstraram, através de testes celulares in vitro,
que o nimero de predi¢cdes corretas foi maior quan-
do as amostras de soro materno apresentaram anti-
corpos anti-D das subclasses IgG1 e 1gG3." Pollock
e Bowman observaram a ocorréncia de fetos hidro-
picos na 20? semana de gestacio quando o anti-
corpo materno envolveu uma associa¢ao das sub-
classes IgG1 e IgG3, fato nao observado antes da
27* semana, quando apenas a 1gG1 esteve envol-
vida.?? Estes estudos corroboram o possivel
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Tabela 4
Freqiiéncia do numero de conceptos segundo as
subclasses IgG1 e IgG3 maternas e gravidade da
doenca hemolitica perinatal

Subclasses

Gravidade

IgG1 (%) | 1gG3 (%) | 1gG1+ (%)

1gG3

Leve (n=7) 1 7,2 6 66,7 0 0,0
Moderada (n=14) 8 571 2 222 4 40,0
Grave (n=12) 5 35,7 17 1A 6 60,0
Total (n=33) 14 42,4 9 27,3 10 30,3

sinergismo entre as subclasses na destrui¢ao eritro-
citaria. Apesar do alto percentual (50%) de casos
graves envolvendo as duas subclasses no presen-
te estudo, a IgG1 foi a subclasse predominante, o
que, de acordo com Pollock e Bowman, Alie-Daran
et al, explicaria a freqiéncia mais alta da doenca
grave. 2%

A capacidade de anticorpos anti-D IgG3 se li-
garem aos receptores Fc dos mondcitos € maior
do que IgG1.>"* Nos pacientes com TAD positivo
por auto-anticorpos 1gG1, entretanto, a subclasse
IgG1 ultrapassa a barreira placentaria mais preco-
cemente e com mais eficiéncia, fazendo com que
ocorra seu acimulo e, na DHPN, desempenhe pa-
pel mais importante na gravidade da doenga.*! No
presente estudo, dentre os nove casos em que So-
mente a IgG3 foi demonstrada, um deles resultou
em aborto, por isso foi considerado grave. Vale
ressaltar que, apesar da isoimunizacio materna,
ndo existem dados que comprovem ter sido o abor-
to produzido por doenga hemolitica.

Concluséao

Os resultados aqui apresentados sugerem que
a hemolise € mais freqliente ou grave quando al-
tos titulos de anticorpos IgG1 estio presentes no
soro materno e que a associacio de anticorpos IgG3
e IgG1 também implica uma situacio clinica grave.
Os achados se assemelham aos estudos em que se
utilizaram a mesma metodologia e reagentes. No
entanto, outras varidveis devem ser analisadas,
pois os relatos existentes na literatura, até o mo-
mento, ndo dio suporte para seu uso como instru-
mento exclusivo para avaliar gravidade e prognds-
tico da doenca.
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Abstract

The hemolytic disease of the newborn (HDN) continu-
es to be a clinical problem in spite of prophylaxis. To
date, none of the available tests, developed to predict
the severity of HDN, has provided complete reliability.
The objective of the present study was to determine
the IgG1 and 1gG3 subclasses in 42 isoimmunized
pregnant women, and to correlate them with clinical
severity of hemolytic disease. The 1gG subclasses were
determined employing flow cytometry. According to
the clinical severity of HDN, fetuses and newborn
babies were classified as 13 mild, 16 moderate and 13
severe cases. The IgG subclasses were detected in 33 of
the 42 pregnant women. Of these, IgG1 was
predominant in 72.7% of the cases; either isolated
(42.4%) or in association with 1gG3 (30.3%). 1IgG1 was
present in all the three clinical severity categories,
however, its values were significantly higher in cases
with greater clinical severity of HDN (p<0.01). On the
other hand, the distribution of IgG3 values within each
group was not statistically significant (p=0.11). 1gG3
seems to be more associated with the mild hemolytic
form of the disease, whereas the association of IgG1
and 1gG3 suggested a clinically more severe form of
HDN. It is possible, however, that the severity in these
cases is related to the presence of IgG1. These results
suggest that IgG1 and IgG3 isotypes should be included
in multi-parametric protocols for the evaluation of
clinical severity of HDN, as International literature
does not give support to the use of 1gG subclass
determination alone as a reliable indicator to predict
severity or prognosis of the disease. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2003;25(4):201-206.

Key words: IgG subclasses; hemolytic disease of
newborn; maternal isoimmunization; IgG1; 1gG3.
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