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RESUMO

Pesquisamos a presenga de anticorpos irregulares em 318 gravidas,
multiparas Rh positivo € sem historia de transfusfes prévias que realizavam pré-
natal na Maternidade Escola Assis Chateaubriand. Encontramos duas pacientes
sensibilizadas por anti-Kell com freqiiéncia de 0,6%. O trabalho foi realizado no
laboratorio de Imunohematologia no Centro de Hematologia e Hemoterapia do

Ceara, no periodo setembro 1998 a janeiro 1999.




INTRODUCAO

Anticorpos antieritrocitarios sdo gamaglobulinas  produzidas por um
individuo depots de sua exposi¢do a globulos vermelhos estranhos dotados de
um fator hereditario, antigeno eritrocitario ,que 0 hospedeiro ndo possui. Por
causa de suas propriedades imunes, essas gamaglobulinas sdo chamadas de
Imunoglobulinas.'®

As imunoglobulinas(Ig) ou anticorpos, moléculas produzidas por linfocitos
B, desempenham fun¢des fundamentais tanto na fase indutora quanto efetora da
resposta imune.”’ S#o proteinas tetraméricas, compostas por duas cadeias
polipeptidicas leves (kappa ou lambda) ¢ duas cadeias pesadas.( 1, v, o, 8, €).
As imunoglobulinas podem ser portanto divididas em cinco classes que sdo,
designadas: IgM, IgG, IgA, IgD ¢ IgE. Apenas as duas primeiras sdo de interesse
para a imunohematologia.’!:%-16.23.25

Os anticorpos que reconhecem antigenos eritrocitarios sdo geralmente
aloanticorpos.”*® Dada a circunstancia do seu aparecimento os anticorpos podem
ser classificados em natural regular, natural irregular e imune.’

Os anticorpos naturais regulares siio imunoglobulinas de ocorréncia
praticamente constante no soro do individuo sem que se observe uma pré -
imunizagdo aparente pelo seu antigeno especifico’® Caracteristica do sistema
ABO, a maioria sdo IgM. Os anticorpos naturais irregulares, algumas vezes, s3o
detectados no soro do individuo sem que haja um estimulo aparente. Aparecem
de maneira inconstante nos individuos destituidos de antigeno especifico, por
exemplo: anti-Le® (Lewis).”" Os anticorpos imunes sdo detectados no soro
apos um estimulo antigénico. O termo anticorpo irregular engloba anticorpo
imune e natural irregular. As primeiras imunoglobulinas a surgirem apds um
estimulo antigénico sdo na maioria das vezes IgM, caracterizando uma resposta

primaria geralmente demorada, fraca e de pequena duragfo. Numa segunda




exposi¢io com o mesmo antigeno a resposta secundaria sera mais répida , os
anticorpos em quantidade maior do tipo IgG.

A produgdo de anticorpos imunes, ocorre em virtude da incompatibilidade
de transfusdio e feto-materno. Sdo geralmente IgG, considerados clinicamente
significantes, podem atravessar a barreira placentdria e produzir a Doenga
Hemolitica Perinatal(DHPN).A classificagio e especificidade do anticorpo
materno constituem fatores importantes que determinam a severidade da
DHPN.09’28

A doenga hemolitica perinatal ¢ caracterizada pela destruigio eritrocitéria
durante a vida fetal causada por incompatibilidade de grupo sangiiineo materno-
fetal.

A patogenia da doenga hemolitica perinatal é similar para todos os
anticorpos eritrocitarios” A exposi¢io mais comum aos eritrécitos em mulher &
durante a gravidez.* No momento do parto, ocorre a ruptura dos vasos da
placenta e tecido conectivo, permitindo o vazamento de glébulos fetais. Antes da
constrigdo completa das extremidades dos vasos maternos pode entrar um pouco
de sangue fetal na circulagio materna. O antigeno dos globulos vermelhos fetal
desencadeia a resposta imune causando a produgdo de anticorpos. Numa gravidez
incompativel subseqiiente anticorpos residuais produzidos em resposta a
globulos de um feto incompativel sdio transportados através da barreira
placentaria, fixam-se a sitios antigénicos especificos dos glébulos vermelhos do
feto incompativel da gravidez em curso.'> Células sensibilizadas niio apresentam
tempo de sobrevida normal, a crianga sofre de anemia e suas conseqiiéncias.

Tem predominade o conceito que a doenga hemolitica perinatal obedece
principalmente a incompatibilidade sangiiinea a grupos classicos e ao fator Rh.
Desde a introducdio da imunoglobulina anti-D na profilaxia da imunizagio ao

fator Rh, a freqiéncia desse quadro clinico tem diminuido




ostensivamente.”! 723! Em contraposi¢io tem sido aumentado em importancia a
pesquisa de anticorpos irregulares capazes de provocar doenga hemolitica
perinatal (DHPN) por corresponder a imunoglobulina IgG que atravessa
facilmente a placenta. Estes anticorpos podem pertencer aos grupos Kell, Kidd,
Duffy e outros. 07,09,13,15,17,24,27

O Anticorpo que mais fregiientemente causa doenga hemolitica grave ¢ anti-
Rho(D),produzido por mulheres Rh negativo, entretanto mulheres Rh positivo
podem produzir e na realidade produzem outros anticorpos causadores de doenga
hemolitica grave."

Teoricamente, qualquer fator de grupo sangiiineo pode ser imunogénico, se
for estranho ao receptor, mas na pratica verifica-se que anticorpos a certos
antigenos sio mais comuns do que outros € que certas pessoas mesmo depois de
repetidas exposigdes, ndo chegam a produzir anticorpos. A capacidade dos
mdividuos de produzir anticorpos varia consideravelmente.**>*

A produgdio de anticorpos depende de varios fatores tais como: freqiiéncia
do antigeno na populagdio, 0 que determina a probabilidade de exposi¢do, a
quantidade de antigeno recebida e a via de administragio.>**

O objetivo deste trabalho ¢ realizar a pesquisa de anticorpos irregulares em
mulheres gravidas, multiparas com o fator Rh positivo, para evidenciar uma

aloimunizagdo por outros sistemas de grupo sanguineo que ndo o ABO e Rh.




10

MATERIAL E METODOS

Pesquisamos a incidéncia de anticorpos irregulares em 318 gravidas,
multiparas, Rh positivo que realizavam exames pré-natais na maternidade Escola
Assis Chateaubriand.

Elaboramos um questionario relacionando idade, nimero de gestagdes ,fator
Rh. Utilizamos como critério de exclusdo as pacientes que realizaram transfusio
prévia ¢ as multiparas Rh negativo. (ver anexo 1)

A mvestigagdo imunologica foi realizada no laboratério de
imunohematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Ceara(HEMOCE), no periodo de setembro de 1998 3 janeiro de 1999.

As amostras foram colhidas por pungio venosa com anticoagulante
( EDTA), centrifugadas por 10 minutos € separadas. Os exames foram realizados
no mesmo dia. As hemacias foram utilizadas para confirmac¢do do fator Rh
quando necessario. Com o plasma obtido realizamos a pesquisa do anticorpo
iregular (PAI) pelo Teste de Coombs Indireto em cartela-gel-centrifiugacéo .
Usamos a técnica ID-DIACELL I e II ( Micro Typing System ) da Diamed-ID,
que contém LISS-COOMBS, este produz modificagdes da forca 10nica
diminuindo o potencial Zeta, favorecendo aglutinabilidade. '**'

A técnica consiste na utilizagdo de hemacias I e II do painel(Diacel I e II)
que contém os Antigenos dos varios sistemas de grupos sangiiineos ( Rh, Keli,
Duff, kidd, Lewis, P, MNs, Lutheran).Este painel destina-se a selecionar os
anticorpos de pacientes ou doadores de sangue.

Rotulamos a cartela, identificamos com o nimero da amostra ¢ a data da
realizagdo do teste. Colocamos uma gota de hemdacias I e II em cada
microtubulos da cartela com um conta gotas. Adicionamos 25ul de plasma da

amostra nos microtubulos da cartela utilizando pipeta automatica. Incubamos no
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ID-Incubador 37  Sl-Diamed-DI a  37°C  por 10  minutos.
Centrifugamos(Centrifuga 12 SI-Diamed - DI} por 10 minutos. Lemos e
anotamos o resultado.

A aglutinagdo ocorre nos microtibulos durante o estagio de centrifugagfo.
As hemacias que sfo mais densas que o gel, tendem ndio passar através dele,
enquanto o meio no qual estdo suspensos permanece acima do gel em fungdo do
gradiente especifico de centrifugacio.

Quando as hemacias ndo sdo aglutinadas, sedimentam no fundo do
microtubulo.

Quando forma aglutinatos pela agdo dos anticorpos as hemadcias sfo retidas
pelo gel podendo apresentar padroes de 1+ a 4+.

A amostra que se revelou positiva com uma ou ambas hemadcias de triagem
for utilizada para identificagio do anticorpo irregular usando painel de
hemacias(ID-DiaPanel) que sfio 11 antigenos devidamente fenotipados para os
sistemas de grupos sangiineos mais importantes e o Diapanel P{painel
papaineizado).Colocamos 1 gota de hemaécias do painel 11 nos microtibulos
conrespondente . Adicionamos 25 ul do plasma em cada microtibulo, levamos a
mcubadora por 10 minutos, centrifugamos 10 minutos e lemos utilizando o
antigrama para identificagdo do anti-corpo ( ver painéis de hemaécias - anexos 2 ¢

3),
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RESULTADOS

Realizamos a pesquisa em 318 pacientes gravidas, multiparas, Rh
positivo,ndo transfundidas anteriormente que realizaram exames pré-natais no
Laboratério da Maternidade Escola Assis Chateaubriant( MEAC)

As amostras colhidas foram analisadas quanto a presenga do anticorpo,
numero de gestagdes € o grupo sangiiineo.

Quanto a presenga de anticorpo, das 318 amostras, duas(0,6%)
apresentaram anticorpos irregulares que reagiram a 37°C.(Tabela 1).Nos dois
casos positivos o anticorpo encontrado foi identificado como Anti-Kell. Quanto
a0 numero de gestagdes 211(66%) estavam na segunda gestacdo,94(29%) na
terceira gestagdo e 13(4%) na quarta gestagdo. Em relagfio ao grupo sangiiineo a
populagdo estudada era constituida por 198 (62,2%) do grupo O, 86 (27%) do
grupo A, 28 (8%) do grupo B e 6 (1,8%) do grupo AB.

Na tabela 2 apresentamos a freqgiiéncia de distribvicdo dos grupos
sangliineos ¢ a freqiéncia dos anticorpos detectados em relagdo ao grupo
sangiiineo. Dos dois anticorpos Kell encontrados um pertencia a uma paciente do

grupo O e outro a uma paciente do grupo A.




TABELA 1 - Distribuiggio da freqiiéncia de anticorpos irregulares nas

pacientes multiparas Rh positivo.

13

Anticorpo N° de pacientes Percentual
Presenga 2 0,6%
Auséncia 316 99.4%

Total 318 100

Fonte: Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC) no periodo Set/98 a

Jan/99




14

TABELA 2 - Distribuigdo de pacientes seguindo a fregiiéncia do grupo

sanguineoe a presenca do anticorpo antieritrocitario.

Grupo Sangiiineo Fregiiéncia Anticorpe Irregular
O 198(62,2%) 1
A 86(27%) 1
B 28(8%) 0
AB 6(1,8%) 0
Total 318 2

Fonte: Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC) no periodo Set/98 a

Jan/99
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DISCUSSAO

A transferéncia de eritrocitos fetais para a circulagdo materna pode induzir
uma resposta imune com produgdo de anticorpos maternos, especificos para os
eritrocitos fetais .

Esses anticorpos s#o da classe IgG e podem atravessar a placenta. A
mmunizagdo da mée pelos antigenos eritrocitarios pertencentes aos sistemas Xell,
Duffy, Kidd ou outros podem levar ao feto anemia, hidrops fetal e eventualmente
morte intrauterina, '**~°

O teste antiglobulina humana obteve aceitagdo universal como procedimento
mais mportante para detecgdo de anticorpos irregulares para antigenos
eritrocitarios. "

Em nosso estudo fizemos a pesquisa de anticorpos irregulares em 318
gravidas Rh positivas, sem historia de transfusio prévia através de teste de
Coombs ndireto. Encontramos duas pacientes sensibilizadas por anti-Keel.

O Primeiro exemplo de anti-Keel foi descrito por Coombs et al. em 1946
durante o primeiro ensaio de antiglobulina.??

Quando se avalia o significado de anticorpos detectados durante a gravidez
pode ser importante determinar se o pail possui O antigeno -eritrocitario
correspondente. Quando o pai é negativo para o antigeno a doenga hemoliica
perinatal ndo pode ocorrer. Se o pai é positivo para o antigeno € vantajoso
determinar se ele € homozigoto ou heterozigoto para o gene. Em um pai
homozigoto toda a prole sera afetada. Se puder ser demonstrado que ele é
heterozigoto para o gene estatisticamente 50% da prole serdo antigenos negativos
e nfio serdo afetados.”®

Quando um anticorpo é detectado no soro de uma mulher gravida é dificil

predizer a ocorréncia de destruicio eritrocitaria fetal. A especificidade e a classe
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do anticorpo devem ser determinados. A tipagem antigénica paterna, a titulagdo
do anticorpo materno € a historia obstétrica fornecem informagdes que podem ser
significativas na previsdo da sobrevida do feto %'

Os antigenos Kell desenvolvem-se precocemente no feto e a maioria dos
anticorpos desse sistema podem atravessar a barreira placentdria, a DHPN por
anticorpos Kell, principalmente o anti-Kell, pode levar 4 hemolise grave no
feto.O anti-celano(k) ,anti kp®, anti kp®, anti-Js*, anti-J* sio menos frequentes
que o anti-Kell, mas possuem caracteristicas sorologicas parecidas e sdo
considerados anticorpos com significincia clinica.””** Os outros anticorpos do
sistema kell podem ter o potencial de causar DHPN e reagdes tranfusionais
heméoliticas,mas os seus antigenos possuem baixa prevaléncia e muito raramene
530 vistos. "

A literatura médica considera que os anticorpos anti-Kell s3o os principais
causadores de Doenga Hemolitica Perinatal depois da incompatibilidade por Rh.
A presenca desses anticorpos tem sido encontrado em grandes séries com
freqiiéncia que variam de 0,1% a 0,7%.%" %2 ® No nosso estudo encontramos
uma freqiiéncia de 0,6%.As principais causas do aparecimento dos anticorpos
irregulares sdo as transfusGes sanguineas e gravidez incompativel.Recordemos
que inversamente ac que ocorre com o grupo Rh 91% da populagao é Kell
negativo,sua ocorréncia portanto ¢ baixa(9%).0s antigenos K( Kell ) ¢ k (celano)
merecem especial atengdo porque sdo muito imunogénicos. Kell posiciona-se em
segundo lugar,somente atras do antigeno D em imunogenicidade.'®

De acordo com séries produzidas por Caine e Berkowitz a Doenga
hemolitica perinatal por fator Kell, de forma severa, se desencandeia com
velocidades de densidade optica mais baixos que na Doenga por imunizagio Rh,

incluido na zona média de Liley. Existem casos desfavoraveis ¢ fetos hidrépicos.
04,11,12, 14,17,18
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Uma prova importante para o diagnostico de DHPN ¢ o teste direto da
antiglobulina ( teste de Coombs direto) no sangue da crianca. Este teste
determina se tem ou ndo glébulos fixados a sua superficie."”

O conhecimento da apresentagdo dos anticorpos irregulares em mulheres em
idade reprodutiva é importante para o clinico ao considerarmos a possibilidade
desses anticorpos desenvolverem DHPN. Recomendamos efetuar a toda gravida,
independente da classificagio ABO/Rh determinagdes seriadas de anticorpos
irregulares, principalmente naquelas que tem antecedentes de transfusdes prévias.
Esta ¢ a unica forma de identificar a paciente imunizada por algam antigeno

eritrocitario.
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CONCLUSAO

O anticorpo anti-Kell constitui a causa mais comum de isoimunizagfo feto-
materno depois do Rh ¢ (D).

A pesquisa de anticorpos irregulares durante o pré-natal deve ser feito de
forma rotineira nas mulheres gravidas multiparas, mesmo sendo Rh positivo, uma
vez que estas também se sensibilizam por anticorpos irregulares de outros

sistemas de grupos sangiiineos diferentes do ABO e Rh.
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SUMMARY

We researched the presence of irregular antibodies in 318 pregnant,
multiparas, positive Rh and without history of previous transfusions that did
prenatal in the Maternity Escola Assis Chateaubriand. We found two patients
affected by anti-Kell at fﬂiec;f) 0,6%. The work was done at the laboratory of
Imumunohematology in the Center of Hematology and Hemotherapy of Ceara, in

the period September 1998 to January 1999.
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