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Avaliação das subclasses IgG1 e IgG3 na doença hemolítica perinatal
Assessment of IgG1 and IgG3 subclasses in perinatal hemolytic disease
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A doença hemolítica perinatal (DHPN) ainda é um problema clínico.
Nenhum teste isolado prediz, com segurança, a gravidade do quadro
hemolítico. O objetivo do presente estudo foi determinar as subclasses
de anticorpos IgG1 e IgG3 por citometria de fluxo no soro de 42 ges-
tantes isoimunizadas e correlacionar os dados obtidos com a gravi-
dade da DHPN. A distribuição dos fetos ou neonatos segundo a gravi-
dade do quadro hemolítico evidenciou 13 casos com doença leve, 16
casos  com doença moderada e 13 com doença grave. As subclasses
foram detectadas em 33/42 (79%) amostras. A subclasse IgG1, isola-
damente, foi evidenciada em 14/33 (42,4%) casos. Na relação entre
gravidade da doença e subclasses de IgG, observou-se que IgG1 isola-
da foi encontrada em todos os grupos, e os valores da mediana de
intensidade de fluorescência (MIF) foram significativamente mais al-
tos nas formas mais graves da DHPN (p<0,01). Contrariamente, os
valores da MIF para IgG3 se apresentaram mais homogêneos em todas
as categorias (p=0,11). A presença de IgG3 parece, portanto, estar
mais associada à hemólise leve. A associação das subclasses IgG1 e
IgG3 está relacionada à situação clínica mais grave, o que se deve,
possivelmente, à presença de IgG1 associada. Apesar dos altos valores
para IgG1 e a associação de IgG1 com IgG3 indicarem maior gravida-
de da DHPN, sugere-se que outras variáveis sejam analisadas conjun-
tamente, uma vez que os relatos existentes na literatura, até o mo-
mento, não dão suporte para seu uso como instrumento exclusivo de
avaliação de gravidade e prognóstico da doença. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2003;25(4):201-206.

Palavras-chave: Subclasses de IgG; doença hemolítica perinatal;
isoimunização materna; IgG1, IgG3.
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Introdução

A doença hemolítica perinatal (DHPN) está
associada à presença de anticorpos maternos con-
tra antígenos eritrocitários do feto ou recém-nasci-
do em sua circulação, causando hemólise imuno-
mediada de gravidade variável. Apesar da profi-
laxia relacionada à sensibilização Rho (D), a do-
ença permanece um problema clínico devido à
participação de anticorpos contra outros antígenos
do sistema Rh ou mesmo de outros sistemas.1

Entre os testes laboratoriais relacionados com
a gravidade da doença hemolítica, constam a titu-
lação do anticorpo por técnicas manuais de agluti-
nação,2 a quantificação por técnicas automatiza-
das,3 os biotestes celulares pelas técnicas da mono-
camada de monócitos (MMA)4,5 e da citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (CCDA), as aná-
lises de subclasses da imunoglobulina G (IgG) por
técnicas de aglutinação,1 a citometria de fluxo7,8,9 e
o gel teste.9,10 A IgG consiste de quatro subclasses
(IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), todas capazes de atraves-
sar a placenta a partir da ligação com receptores Fc
na membrana placentária.11 Diferem entre si em es-
trutura, propriedades biológicas, catabolismo e, em
particular, na afinidade por receptores Fc gama.

As hemácias revestidas por IgG1 e IgG3 po-
dem reagir com sítios receptores específicos nas
células fagocíticas e serem destruídas por meca-
nismos de eritrofagocitose ou lise citotóxica.12,13 O
mesmo não se pode afirmar das subclasses IgG2 e
IgG4, cuja capacidade de ligação aos receptores
dos macrófagos é fraca ou nula.14,15,16

A determinação das subclasses pela técnica
de aglutinação, apesar de simples, tem pouca
reprodutibilidade e difícil padronização.1,17 Técni-
cas mais modernas como ELISA, gel teste e cito-
metria de fluxo têm-se mostrado mais sensíveis,
apresentando resultados reprodutíveis e preci-
sos.8,9,10,18  Os dados da literatura sobre a correla-
ção entre as subclasses de IgG e gravidade da
hemólise são controversos.13,19 O objetivo do pre-
sente estudo foi avaliar a subclassificação dos
anticorpos IgG por citometria de fluxo no soro de
gestantes isoimunizadas correlacionando os dados
obtidos com a gravidade da DHPN.

Casuística e Métodos

Amostras de soro de gestantes isoimunizadas,
cujos filhos desenvolveram DHPN, foram estuda-

das no período de março de 2001 a dezembro de
2002. O material foi processado no Hemocentro
de Botucatu-SP e no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceará (Hemoce). O sangue da mãe
e do concepto (cordão umbilical) foram colhidos
durante o pré-natal, nos casos de solicitação de
transfusão intra-útero, ou no pós-parto imediato.

A DHPN foi diagnosticada pela positividade
do teste de antiglobulina direto (TAD) pelo méto-
do de gel centrifugação (ID-cartão LISS/Coombs -
DiaMed). Os critérios de gravidade da doença fo-
ram baseados em Alie-Daran et al20 modificados:
conceptos com doença leve não receberam qual-
quer tratamento; aqueles com doença moderada
apresentaram Hb=9,0 mg/dl e receberam exsan-
güineotransfusão; os com doença grave apresen-
taram Hb<9,0 mg/dl e receberam pelo menos uma
transfusão intra-útero ou o concepto foi a óbito.

O teste de antiglobulina indireto (TAI), pelo
método de gel centrifugação (ID-cartão LISS/
Coombs – DiaMed), foi realizado em cada gestan-
te para detecção, identificação e titulação do anti-
corpo. Os soros destas gestantes isoimunizadas
foram utilizados para sensibilização in vitro de
hemácias de doadores voluntários de sangue do
grupo “O” com antígenos eritrocitários correspon-
dentes ao anticorpo encontrado.

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

As subclasses de IgG foram pesquisadas nas
hemácias sensibilizadas in vitro. Para a realização
dos testes, em 100 ml de uma suspensão contendo
20.000 hemácias/mm3, foram adicionados 50 ml de
anticorpo marcado com fluoresceína, (sheep anti-
IgG

1
 e IgG

3
 γchain –fluorescein conjugate – The

Binding Site Limited – Birmingham –UK) diluído
1:10 em PBS (0,1M, pH 7,2), seguido por período
de incubação de 30 minutos à temperatura ambi-
ente e protegido da luz.

Para padronização da leitura no citômetro de
fluxo foram utilizados anticorpos monoclonais
murinos antiglicoforinas humanas – padrão posi-
tivo e anticorpos antieritrócitos caninos – padrão
negativo, ambos produzidos no Hemocentro de
Botucatu-SP. Utilizamos conjugados policlonais de
cabra anti-IgG total murino, marcados com FITC,
para detecção da ligação dos anticorpos às
hemácias.
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Após o período de incubação, foram adicio-
nados 100 µl de paraformaldeído 1% diluído em
solução tampão do fabricante (Becton Dickinson,
San Jose – USA) e 500 µl de Isoton II (Beckman
Coulter). A leitura foi feita no FACS Escalibur
Becton & Dicknson (San Jose, USA) usando o
software CellQuest.

Para a determinação das subclasses de IgG
adotamos o valor da mediana de intensidade de
fluorescência (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 análises estatísticas 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-
são foram analisadas.

Tendo como base os critérios de gravidade
previamente citados, 13 (30,9%) conceptos apre-
sentaram doença leve, 16 (38,2%) doença modera-
da e 13 (30,9%) grave (Tabela 1). Dos treze com
doença grave, nove receberam exsangüineotrans-
fusão e transfusão intra-útero, um recebeu apenas
transfusão intra-útero e três foram a óbito (dois
abortos e um natimorto).

A mediana da intensidade de fluorescência
(MIF) encontrada na população controle foi 13,8
para IgG1 e 8,67 para IgG3. As subclasses foram
detectadas em 33 gestantes (Tabela 2). Na relação
entre gravidade da DHPN e subclasses de IgG, foi
observada IgG1 isolada em todos os grupos. En-
tretanto, observou-se uma correlação 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 homogêneos em todos os estados
da doença (p=0,11) (Tabela 3 ).

Os testes Kruskal-Wallis e qui-quadrado mos-
traram que os valores de IgG1 diferiram nos três
níveis de gravidade da doença (p < 0,01). Entre-
tanto, o mesmo não 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 presença de apenas uma subclasse
ou sua associação, observou-se que a freqüência
de IgG1 isolada foi maior nos grupos com doença
moderada e grave. A presença de IgG3 foi mais
freqüente no grupo de doença leve e a associação
das duas subclasses se correlacionou com a maior
gravidade da DHPN (tabela 4).

Discussão

O transporte de IgG pela barreira placentária
pode resultar em títulos de anticorpos mais eleva-
dos no feto com relação àqueles da mãe, o que
nem sempre se associa a hemólise perinatal. A in-
fluência dos diferentes isótipos IgG maternos na
produção da hemólise fetal ou neonatal tem sido
amplamente discutida.1,10, 11,13,17 Taslimi et al e
Lubenko et al destacaram a IgG1 como o subtipo
produzido em maior quantidade e transportado
com maior eficiência e rapidez.1,21 A IgG1 atraves-
sa a placenta por volta da 17ª semana, enquanto a
IgG3 o faz dois meses depois.21,22

No presente estudo, as subclasses IgG1 e IgG3
foram detectadas em 33/42 (78,6%) amostras. Es-
ses resultados estão de acordo com os relatados
por Dacie, Garraty e Nance.7,23 A freqüência de dis-
tribuição das subclasses nos três grupos preesta-
belecidos foi semelhante à de Garraty e Nance, que
encontraram 39% de IgG1, 28% de IgG3 e 33% de
IgG1+ IgG3 e à de Alie-Daran et al, que detectaram
43% de IgG1, 27% de IgG3 e 30% de IgG1+IgG3.7,20

Tabela 1
Distribuição do número de conceptos com doença

hemolítica perinatal segundo a gravidade

Gravidade Nº de conceptos %

Leve 13 30,9
Moderada 16 38,2
Grave 13 30,9

Total 42 100,0

O TAD no sangue do cordão foi avaliado em
38/42 amostras. Não realizamos TAD em três ca-
sos de aborto e morte intra-útero e em um caso
grave no qual a gestante não 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-Dia. Os valores dos títulos dos anticorpos
variaram de 4 a 2.048.

Artigo Original - Avaliação subclasses.p65 23/12/2003, 12:43203



204

Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(4):201-206                                                                                                 Araújo MA et al

Vários autores buscaram analisar a contribui-
ção da subclasse IgG1 na fisiopatologia da DHPN.
Thomas et al mostraram que IgG1 era responsável
por mais de 50% dos casos que necessitavam de
fototerapia ou transfusão.24 Lubenko et al deter-
minaram as concentrações de IgG nos soros ma-
ternos e fetais com e sem risco de DHPN e obser-
varam níveis maiores de IgG1 nos casos com mai-
or probabilidade de DHPN.21

Meulen et al demonstraram, em pacientes com
TAD positivo por auto-anticorpos IgG1, uma dife-
rença no número de moléculas IgG nas hemácias
de pacientes com e sem hemólise,25 sugerindo exis-

tir um nível crítico de
sensibilização acima do
qual a destruição eritroci-
tária in vivo torna-se apa-
rente. Os dados aqui apre-
sentados mostraram que
gestantes alo-sensibilizadas
produzem mais anticorpos
de subclasse IgG1. Obser-
vou-se uma correlação es-
tatisticamente significante
(p<0,01) entre os valores
MIF para IgG1 e gravidade
da hemólise.

Com relação à fre-
qüência de IgG3, os resul-
tados do presente estudo se
assemelham àqueles relata-
dos na literatura.1,7,9,11,20 En-
tretanto, Lynen et al,
Pollock e Bowman,
Zupanska et al,5,8,22 na aná-
lise de respectivamente 13,
98 e 39 gestantes, mostra-
ram freqüências de IgG3 in-
feriores. Os valores da MIF
para IgG3 observados fo-
ram em geral baixos, o que
está de acordo com os rela-
tos de Iyer et al11 e Garner
et al19 e sugere que a IgG3
não parece essencial para
o desenvolvimento da he-
mólise grave quando IgG1
materna se apresenta rela-
tivamente elevada.19

Um sinergismo entre
IgG1 e IgG3 parece contri-

buir para o agravamento da doença,7,9,11,22 embora
presume-se que haja um efeito protetor de IgG3
neutralizando as ações de IgG1.17 Garner et al de-
monstraram, através de testes celulares in vitro,
que o número de predições corretas foi maior quan-
do as amostras de soro materno apresentaram anti-
corpos anti-D das subclasses IgG1 e IgG3.19 Pollock
e Bowman observaram a ocorrência de fetos hidró-
picos na 20ª semana de gestação quando o anti-
corpo materno envolveu uma associação das sub-
classes IgG1 e IgG3, fato não observado antes da
27ª semana, quando apenas a IgG1 esteve envol-
vida.22 Estes estudos corroboram o possível
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sinergismo entre as subclasses na destruição eritro-
citária. 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 freqüência mais alta da doença
grave.20,22

A capacidade de anticorpos anti-D IgG3 se li-
garem aos receptores Fc dos monócitos é maior
do que IgG1.5,13 Nos pacientes com TAD positivo
por auto-anticorpos IgG1, entretanto, a subclasse
IgG1 ultrapassa a barreira placentária mais preco-
cemente e com mais eficiência, fazendo com que
ocorra seu acúmulo e, na DHPN, desempenhe pa-
pel mais importante na gravidade da doença.21 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 isoimunização materna,
não existem dados que comprovem ter sido o abor-
to produzido por doença hemolítica.

Conclusão

Os resultados aqui apresentados sugerem que
a hemólise é mais freqüente ou grave quando al-
tos títulos de anticorpos IgG1 estão presentes no
soro materno e que a associação de anticorpos IgG3
e IgG1 também implica uma situação clínica grave.
Os achados se assemelham aos estudos em que se
utilizaram a mesma metodologia e reagentes. No
entanto, outras variáveis devem ser analisadas,
pois os relatos existentes na literatura, até o mo-
mento, não dão suporte para seu uso como instru-
mento exclusivo para avaliar gravidade e prognós-
tico da doença.

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 IgG3 subclasses in 42 isoimmunized
pregnant women, and to correlate them with clinical
severity of hemolytic disease. The IgG 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 IgG3 (30.3%). IgG1 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). IgG3
seems to be more associated with the mild hemolytic
form of the disease, whereas the association of IgG1
and IgG3 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 IgG 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; IgG3.
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