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1. INTRODUCAO

1.1. O Sistema ABO

No inicio deste século, LANDSTEINER (1900, 1901) observou pela
primeira vez as reagdes de aglutinagdo das hemacias por isoaglutininas do soro que
permitiram a classificagdo dos soros humanos em trés grupos sangiiineos (A, B e 0).
O grupo AB foi descoberto por DECASTELLO & STURLI (1902), colaboradores

de Landsteiner.

As isoaglutininas s3o aglutininas, anticorpos capazes de causar a
aglutinagio das hemacias, que atuam sobre as hemacias de individuos da mesma

espécie (HOERR & OSOL, 1970 e BEIGUELMAN, 1983).

O modelo classico de LANDSTEINER admitia a existéncia de dois
antigenos, A e B, nas hemacias e dois anticorpos naturais, anti-A e anti-B, no soro,
conforme demonstrado na TABELA 1.

TABELA 1 - Grupos sangiiineos do sistema ABO, segundo
o modelo de LANDSTEINER (RACE &

SANGER, 1975)

GRUPO ANTIGENOS ANTICORPOS
SANGUINEO ERITROCITARIOS SERICOS
¢ - Anti-A e Anti-B
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB Ausentes

A teoria atualmente aceita para explicar a determinagdo genética ¢ a
transmissdo hereditaria dos grupos do sistema ABO ¢ a de BERNSTEIN (1924,
1925). Segundo esta teoria, os grupos A, B, AB e O sdo explicados pela admissio de



trés alelos autossdmicos, 4, B e O, sendo que o gene A4 ¢ responsavel pela produgdo
do antigeno A, o gene B pela produgdo do antigeno B, enquanto que o gene O €

responsavel pela falta de antigenos A e B, quando em homozigose.

Ha individuos que apresentam um fendtipo raro denominado fenétipo
Bombay, por ter sido observado pela primeira vez em Bombaim, na india, por
BHENDE et al. (1952). As hemacias destes individuos n3o sdo aglutinadas pélos
anti-soros anti-A ou anti-B. Contudo, o seu soro aglutina hemacias O além das

hemacias A e B.

Segundo BEIGUELMAN (1983), com base nos estudos de
WATKINS & MORGAN, atualmente considera-se que, além dos genes 4, B e O,
existe um outro par de genes autossomicos, H, A, que segregam independente dos
primeiros. O gene h, que é raro, sO se expressa em homozigose. Nos individuos que
possuem o gene H (HH ou Hh), existe a produgdo de o-2-L- fucosiltransferase, que
¢ uma enzima necessaria a produgdo do antigeno eritrocitario H a partir de uma
substancia precursora. Se os individuos com genétipo HH ou Hh tiverem herdado
um gene A, este determinarda a produgdo da enzima a-N- acetil -D-
galactosaminiltransferase, que transformara parte do antigeno H em antigeno A.
Quando o gene herdado € o gene B, tal gene determinara a produgdo da enzima a-D-
galactosiltransferase, que convertera parte do antigeno H em antigeno B. Nos

individuos do grupo O, o antigeno H nao sofre transformagdes.

Nos rarissimos individuos hh, qualquer que seja o genotipo do sistema
ABO nio havera produgdo de antigenos deste sisterna, uma vez que ndo possuem
antigeno H formado a partir da substincia precursora. As hemaicias de tais
individuos nfio aglutinam com anti-soro anti-A, anti-B ou anti-H. Por outro lado, o

soro aglutina tanto hemacias A, B e AB quanto hemacias O.



Na TABELA 2 sio apresentados os grupos sangiiineos do sistema

ABO considerando-se os genotipos HH ou Hh e hh.

TABELA 2 - Grupos sangiiineos do sistema ABO, considerando-
se osalelosHe h

) ANTIGENOS ABH  ANTICORPOS GRUPO
GENOTIPO ERITROCITARIOS SERICOS SANGUINEO

OOH- H anti-A e anti-B O
A-H- AJH anti-B A
B-H- B.H anti-A B
ABH- A,B . H ausentes AB
OOhh, A-hh - anti-A, anti-B e Oh (fenotipo
B-hh, ABhh anti-H Bombay)

Em 1911, DUNGERN & HIRSZFELD descreveram pela primeira
vez os subgrupos do grupo sangiiineo A, mas o conhecimento atual que se tem sobre
eles derivam dos trabalhos de outros autores, podendo-se citar o de

FRIEDENREICH & ZACHO (1931).

Os grupos A e AB podem ser subdivididos nos subgrupos A, ¢ A, ¢
AB e A,B. O soro anti-A de doadores do grupo B contém dois anticorpos: o anti-
A e o anti-A,. As hemacias do grupo A, e A;B reagem fortemente com os dois
anticorpos. Ja, as hemacias A, e A,B, aglutinam mais fracamente, uma vez que s6
reagem com o anticorpo anti-A (RACE & SANGER, 1975 ¢ BEIGUELMAN,
1983). Além destas existem outras variantes dos antigenos A e B, sendo algumas

bastante raras.



Os antigenos do sistema ABO, presentes nas hemacias fetais desde a
sexta semana de gestagdio (MOLLISON & CUTBUSH, 1959), ndo se restringem as
hemacias, sendo também encontrados em todas as células somaticas, com excegio
daquelas que compdem o sistema nervoso central, cristalino, cabelos, o0ssos,

cartilagem e células epiteliais (pele) (WIENER, 1943).

O antigeno A geralmente ndo estd completamente desenvolvido ao
nascimento (WITEBSKI & ENGASSER, 1949), alcangando a plena poténcia
apenas por volta dos trés anos de idade (GRUNDBACHER, 1964). Assim, as
hemacias do grupo A ou AB dos recém-nascidos podem reagir como se
pertencessem ao subgrupo A, ou A,B, vindo a reagir com o anticorpo anti-A,
somente alguns meses depois (WITEBSKY & ENGASSER, 1949; CRAWFORD,
CUTBUSH, MOLLISON, 1953; ZUELZER & KAPLAN, 1954 a,b; ZUELZER
& COHEN, 1957 ¢ STERN, LEE, DAVIDSOHN, 1978). Provavelmente, o
mesmo ocorre com o antigeno B, isto é, ele alcanga o seu pleno desenvolvimento

somente alguns meses apos o nascimento (GRUNDBACHER, 1964).

Além dos antigenos teciduais e entrocitarios (forma alcool-soltivel ou
de glicolipidios), os antigenos A, B e H podem apresentar-se na forma hidrossolavel
(glicoproteinas) nos fluidos corporais como suor; sucos digestivos; bile; leite;
ligiidos pleural, pericardico, peritoneal e amnidtico; saliva; secreg¢do lacrimal;
plasma sangiiineo; esperma; urina; fluidos de hidrocele e de cisto de ovaro
(WIENER, 1943). Os antigenos hidrossoluveis sio chamados substdncias grupo-
especificas ABH.

Os individuos denominados secretores apresentam nos fluidos corpo-
rais a substancia grupo-especifica H. Dentre eles, aqueles que pertencem aos grupos

sangiiineos A, B ou AB apresentam ainda as substancias grupo-especificas corres-



pondentes ao seu grupo, ou seja, A, B ou A e B. Sdo chamados de ndo-secretores os

individuos que nio apresentam esta caracteristica.

SCHIFF & SASAKI (1932) demonstraram pela primeira vez que o
fenotipo secretor é dominante em relagdo ao ndo-secretor. Até o momento, a
transmissdo hereditaria destes caracteres € explicada por meio de um par de alelos
autossomicos simbolizados por Se e se. Os individuos ndo-secretores apresentam o

genotipo sese e 0s secretores, 0s genodtipos Sese e SeSe.

Uma caracteristica interessante desse sistema é que as freqiiéncias
relativas dos secretores sio quase as mesmas entre os diferentes grupos étnicos ja
examinados, exceto em algumas pequenas amostras de indios americanos €

aborigenes australianos (MATSUNAGA et al., 1964).

Mc NEIL et al. (1957 a,b) descreveram dois tipos de individuos
secretores denominados por eles de secretores parciais e secretores aberrantes, que
podem ser agrupados sob o titulo geral de "secretores andmalos". Segundo estes
autores sdo considerados secretores os individuos com titulo de inibigdo 1:64 ou
mais; secretores parciais aqueles com titulo de inibigdo de 1:8 a 1:32; ndo-
secretores quando o titulo de inibigdo é de 1:4 ou menos; e secretores aberrantes 0s

individuos do grupo sangiiineo A ou B que secretam somente um fator (A, B ou H).

Para PALATNIK, BENEVIDES, SALZANO (1969), considerando-
se os achados de Mc NEIL et al. (1957a,b), o conceito mais adequado de secretor
de substancias ABH ¢ "uma pessoa que apresenta em sua saliva qualquer uma dessas
substancias". Assim, PALATNIK et al. (1969) recomendaram que os estudos sobre
o sistema secretor levem em conta a classificagdo dos individuos secretores em

secretores propriamente ditos, secretores parciais e secretores aberrantes.



Inicialmente, pensava-se que os genes Se e se ndo tinham expressdo
nas hemacias, mas GARDAS & KOSCIELAK (1971) provaram que nos individuos
secretores os antigenos eritrocitarios sdo encontrados sob as formas ghcolipidica e
glicoprotéica, enquanto que, entre os ndo-secretores, eles ocorrem somente sob a

forma glicolipidica.

Segundo RACE & SANGER (1975), até 1957 acreditava-se que os
antigenos dos grupos sangiiineos nio sofriam influéncias do ambiente. Contudo, no
mesmo ano, LOGHEM, DORFMEIER, HART (1957) relataram um antigeno A
extremamente fraco em um paciente com leucemia mieloblastica, cujas hemécias

apresentavam anteriormente reagio normal com o anticorpo anti-A.

Muitos outros autores confirmaram ndo s a alteragdo do antigeno A
nos individuos com leucemia, mas também modificagdes dos antigenos H. B, e de
outros sistemas sangiiineos, podendo-se citar os trabalhos de SALMON &
SALMON (1965), na Franga, e de AYRES, SALZANO, LUDWIG (1966), no

Brasil.

Por outro lado, pessoas com doengas como carcinoma do reto ou do
colon podem passar a apresentar o antigeno B em suas heméacias (CAMERON ez

al., 1959).

Quanto aos anticorpos do sistema ABO, sabe-se que as aglutininas A
e B sdo formadas apds o nascimento em individuos que nido possuem o antigeno
correspondente em suas hemacias; sdo os chamados "anticorpos naturais”, visto que
eles ocorrem sem que haja, aparentemente, imunizagdo anterior (RACE &

SANGER, 1975 e STERN et al., 1978).



As isoaglutininas encontradas no sangue umbilical correspondem
geralmente as de origem materna que s3o transmitidas através da placenta. Segundo
RACE & SANGER (1975) pensava-se que qualquer anti-A e anti-B presente no
sangue de corddo era de origem materna, mas sabe-se hoje que isso nem sempre €
verdade. TOIVANEN & HIRVONEN (1969) encontraram no soro do sangue do
corddo de oito dentre 44 neonatos, uma isoaglutinina que ndo poderia ter origem
materna (e.g., anti-A, quando a mie era do grupo A) e que, portanto, devena ter sido

sintetizada pelo feto.

Geralmente, o inicio da produgdo de isoaglutininas proprias ocorre
entre o terceiro € 0 sexto més de vida extra-uterina (SMITH, 1928 e STERN et al.,
1978), e o titulo de anticorpos do sistema ABO aumenta com a idade, atingindo um
nivel maximo entre cinco e dez anos de idade, para depois decair gradualmente

(THOMSEN & KETTEL, 1929).

Ainda que o termo anticorpos ou aglutininas "naturais” possa ser
improprio, uma vez que estes anticorpos sdo resultado de alguma forma de estimulo
antigénico, € conveniente, do ponto de vista pratico, diferencia-los daqueles que
resultam de um estimulo antigénico especifico, como transfusio, gestagdo ou vacinas
(antitetanica, antidiftérica, contra a febre tiféide ou paratiféide A ou B) (WIENER,
1951 ¢ STERN et al., 1978).

E dificil explicar a origem dos anticorpos naturais. Acredita-se que
eles sdo formados a partir de estimulos antigénicos produzidos por microrganismos,
plantas ou alimentos que contém os antigenos correspondentes, ja que estes
anticorpos aparecem no soro somente apos alguns meses de vida extra-uterina. Para
WIENER (1951), os anticorpos naturais seriam o resultado de uma inaparente

imunizag@o. Esta hipotese € apoiada pelas classicas experiéncias feitas com pintos



da raga Leghorn, os quais, apds algumas semanas de vida, apresentam em seu SOro
um anticorpo que reconhece as hemacias humanas que contém antigenos B. Quando
tais pintos sio mantidos em ambientes assépticos e recebem alimento esterilizado, o

anticorpo anti-B ndo aparece em seu soro (SPRINGER, HORTON, FORBES,
1959).

WIENER (1951) sugeriu que as aglutininas naturais seriam de origem
heterogenética e, portanto, menos "adaptadas" aos antigenos das hemacias
(denominados por ele de aglutindgenos) quando comparadas com as aglutininas de

origem homoespecifica, como as do sistema Rh.

Como a maioria dos anticorpos, as aglutininas A e B encontram-se na
fragio de gamaglobulina. Assim, nos casos de hipogamaglobulinemia ou
agamaglobulinemia, adquirida ou congénita, as aglutininas apresentam titulos baixos

ou estdo ausentes (STERN et al., 1978).

A quantidade, o peso molecular e as propriedades do anticorpo
produzido variam de pessoa. Por razdes ainda ndo completamente conhecidas, os
individuos do grupo A ou B produzem predominantemente anti-A ou anti-B, do tipo
IgM e os individuos do grupo O, anti-A e anti-B, principalmente do tipo IgG
(ABELSON & RAWSON, 1961).

O anticorpo IgM aglutina melhor em solugdo salina; ndo produz
hemolise "in vitro"; é neutralizado por substancias grupo-especificas A ou B e ndo
atravessa a barreira placentéaria. Ja o anticorpo do tipo IgG aglutina em meio com
albumina; produz hemélise "in vitro" (que nio depende de complemento), resiste a
neutralizagio por substincias do grupo A ou B e € capaz de atravessar a placenta.

(OSKI & NAIMAN, 1972).
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Os anticorpos naturais sdo do tipo IgM e geralmente ndo estdo
envolvidos no processo hemolitico da incompatibilidade ABO, enquanto que, os
anticorpos imunes sdo do tipo 1gG e estdo envolvidos com a doenga hemolitica do

recém-nascido do sistema ABO (MOLLISON & CUTBUSH, 1959 ¢ OSKI &
NAIMAN, 1972).

1.2. Incompatibilidade materno-fetal no sistema ABO

A incompatibilidade ABO ocorre quando a mie ndo apresenta em suas
hemacias os antigenos do sistema ABO que estdo presentes nas hemécias fetais,
podendo produzir e/ou possuir em seu soro anticorpos contra os antigenos fetais.
Contudo, a doenga hemolitica do recém-nascido (DHRN) ocorre quase que
exclusivamente nos casos em que a crianga é do grupo A (mais freqiientemente do
subgrupo A, do que do subgrupo A;) ou do grupo B e em que a mée é do grupo O
(ZUELZER & KAPLAN, 1954 b; ROSENFIELD, 1955; GRUNDBACHER,

1965a,b e COOK, 1982).

A raridade da imunizagdo materna em combinagdes A x B (mie A e
filho B ou AB ou mie B e filho A ou AB) até 0 momento ndo pode ser explicada.
Na literatura, ha poucas descrigdes de casos graves de DHRN envolvendo outras
combinagdes de pares mie-filho que ndo sejam O x A ou O x B. Dos raros casos
descritos, pode-se citar os trabalhos de DELAPORTE et al. (1984), que
descreveram uma ocorréncia grave de DHRN no sistema ABO onde a crianga era do
tipo AB e a mde era do grupo A,, e de¢ AUBERT, COCHRANE, ELLIS (1945),

que relataram um caso de hidropisia fetal onde a crianga era do grupo A e a mde, do

grupo B.
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Em nosso meio, NORATO, MAGNA, BEIGUELMAN (dados ndo
publicados) observaram que a freqiéncia observada de recém-nascidos
incompativeis com a mée no sistema ABO era maior do que a esperada num grupo
de recém- nascidos ictéricos. Verificaram ainda que havia neste grupo um maior
numero de pares mie-filho onde a mée era do grupo O e o filho era do grupo A ou

B.

ZUELZER & KAPLAN (1954a) afirmaram que 20-25% das
gestagdes sdo incompativeis no sistema ABQO, isto €, o soro da mae contém anticorpo
anti-A ou anti-B, enquanto que os ertrocitos fetais contém antigenos A e B
correspondentes. Contudo, segundo OSKI & NAIMAN (1972), somente em 10%
das gestagdes incompativeis ha manifestagdo clinica da doenga, na maior parte dos
casos com hiperbilirrubinemia moderada, sem anemia significativa, e em cerca de
1% ha necessidade de exsangiiinitransfusio (casos graves). Estes autores referiram
também que aproximadamente dois tergos dos casos de DHRN causada por
incompatibilidade sangiiinea deviam-se aos antigenos do sistema ABO, enquanto
que um tergo decorria de incompatibilidade devido ao antigeno D do sistema Rh e
cerca de 2% devido aos antigenos E e ¢ do sistema Rh, antigenos do sistema Kell e

outros.

Com o declinio da 1ncidéncia de DHRN causada pela
incompatibilidade no sistema Rh, devido ao uso da imunoglobulina anti-Rh, a
incompatibilidade ABO tem se tornado a causa mais comum de DHRN que requer

terapia (DUFOUR & MONOGHAN, 1980).

Além disso, a morte fetal precoce estd mais freqiientemente
relacionada com a isoimunizagdo pelos fatores A e B do que pelo fator Rh

(LEVINE, 1943). Segundo LEVINE (1943), isso se deve primeiramente ao fato dos
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anticorpos anti-A e anti-B geralmente ja estarem presentes na circulagdo materna no
inicio da gravidez e, em segundo lugar, devido a ampla distribuigdo dos antigenos A
e B nos tecidos do concepto, o que torna possivel, embora faltem dados
comprobatdrios, um maior efeito letal no embrido e no feto. A reagdo dos anticorpos

do sistema Rh, que se da exclusivamente com as hemacias fetais, ndo afetaria 6rgaos

ou tecidos vitais.

A associagdo da incompatibilidade ABO com as perdas fetais foi

estudada por diversos autores.

A morte intra-uterina em fases adiantadas da gravidez dificilmente
ocorre devido a incompatibilidade ABO (BIANCALANA & BIANCALANA Jr,,
'1981). De fato, na literatura sdo descritos casos raros de hidropisia fetal (AUBERT
et al., 1945; MILLER & PETRIE, 1963; GILJA & SHAH, 1988 ¢ SHERER ez

al., 1991).

HIRSZFELD & ZBOROWSKI, em 1925, (apud Mc NEIL et al,,
1957b) observaram pela primeira vez uma diminuigdo de criangas do grupo A entre

os filhos de casais onde o pai € do grupo A e a mée ¢ do grupo O.

LEVINE (1943) observou uma maior incidéncia de incompatibilidade
ABO entre um grupo selecionado de casais com historia de perda fetal espontanea,

precoce ou tardia, sem causa aparente.

Mc NEIL et al (1954), num estudo envolvendo 404 casais,
encontraram com maior freqiiéncia anticorpos anti-A ou anti-B imunes entre as
mulheres que tinham dois ou mais abortos espontaneos, quando comparadas com
aquelas que nio tinham historia de aborto. Além disso, entre casais incompativeis

quanto ao sistema ABQ, a freqiiéncia de abortamentos era significativamente maior
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do que entre os casais compativeis. E interessante notar que estes autores
encontraram uma freqiiéncia duas vezes maior de abortos entre os casais A x A em
comparagdo com a taxa de abortos dos casais O x O, provavelmente devido aos
subgrupos do grupo A. Sabe-se que, embora seja um achado pouco comum, o
individuo A, pode produzir anti-A, que atua "a quente" (isto €, a temperatura

corporal) (BEIGUELMAN, 1983).

Estudos mais recentes confirmaram esses achados. JINDAL & BASU
(1981) estudaram o desempenho reprodutivo de 212 mulheres indianas casadas e
que haviam completado a fase reprodutiva, considerando a compatibilidade do casal
no sistema ABQO, a idade materna a cada gravidez e a ordem de nascimento.
Comparando-se as mulheres do grupo compativel com as mulheres do grupo
incompativel, observou-se que nas faixas etarias mais jovens (menos de 24 anos)
ocorreram mais perdas fetais (abortos e natimortos) ¢ houve maior mortalidade pré-
reprodutiva (neonatal e infantil) na prole das mulheres do grupo incompativel. Nas
demais faixas etanas, as mulheres do grupo incompativel ndo apresentaram

freqiiéncia significativamente maior de perda fetal do que as do grupo compativel.

Quanto & ordem de nascimento, a maior freqiiéncia de perdas fetais
entre as mulheres do grupo incompativel s6 foi estatisticamente significativa em
relagdo ao resultado da segunda gravidez. Ja a mortalidade pré-reprodutiva era muito
mais elevada, principalmente em relagdo ao primeiro filho, sendo a diferenga
estatisticamente significativa também quanto ao segundo filho. Nao houve
diferengas significativas entre os dois grupos (compativel e incompativel), do
terceiro filho em diante, tanto em relagdo a perda fetal, como quanto & mortalidade

pré-reprodutiva.
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As observacdes de JINDAL & BASU (1981) estdo, em parte, de
acordo com os resultados de KIRK et al. (1955), que observaram uma deficiéncia
de criangas do grupo A e B, filhos de mides O, a partir do segundo filho, num estudo

envolvendo 16.179 pares mae-filho.

SCHAAP et al. (1984) também observaram uma maior taxa de
abortamentos espontineos entre as mdes com incompatibilidade materno-fetal no
sistema ABO num estudo realizado em Jerusalém, Israel, envolvendo 500 pares mae-

filho.

GUALTIERI, HICKS, MAYO (1985), analisando os dados de
14.732 gestagdes do "British Perinatal Study", observaram que a mortalidade
perinatal aumentou com a paridade, qualquer que fosse o grupo sangiiineo da mae,
mas que este efeito era significativamente mais elevado entre as mées do grupo O,
que estariam mais propensas a desenvolver uma reagdo imune contra 0s antigenos

eritrocitarios fetais.

O efeito seletivo que a incompatibilidade materno-fetal possa ter sobre
o locus ABO tem sido investigado por diversos pesquisadores, visto que a DHRN e
as perdas fetais devido a incompatibilidade no sistema ABO poderiam, a principio,

afetar a manutengdo do polimorfismo neste sistema sangiiineo.

CHUNG & MORTON (1961) fizeram uma andlise de segrega¢do a
partir dos dados de familias caucasoides de estudos americanos e europeus e
concluiram que a incompatibilidade materno-fetal no sistema ABO reduz a
fertilidade e causa eliminagdo dos zigotos incompativeis. Também observaram que a
freqiiéncia de criangas incompativeis, filhas de maes do grupo O, diminuiu com a
paridade, o mesmo ndo ocorrendo com a freqiiéncia de criangas incompativeis, filhas

de mies do grupo A ou B. Em ambos os casos houve uma significativa deficiéncia
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geral de criangas incompativeis em comparagdo com os pares mae-filho compativeis.
Estes dados, segundo CHUNG & MORTON (1961), sugerem que a isoimunizagdo
por antigenos fetais foi o principal fator que levou as perdas fetais entre mées do
grupo O, contudo os mecanismos heteroimunes foram mais importantes nos casos

onde a mée era do grupo A ou B.

Uma investigagdo similar feita por esses mesmos autores, a partir dos
dados de estudos de familias no Japdo, levou-os a conclusdes semelhantes, ainda que
ndo tenham observado uma diminui¢fio de criangas incompativeis, filhas de mées O,

com a paridade materna (CHUNG, MATSUNAGA, MORTON, 1960).

PENALVA da SILVA & KRIEGER (1981) reuniram dados de sua
amostra as de MORTON, KRIEGER, MI (1966) e CHUNG et al (1960) e
observaram achados consistentes em relagdo aos efeitos da incompatibilidade A,
sugerindo haver maior viabilidade dos fetos heterozigotos (AO) compativeis com a
mie para compensar a perda dos heterozigotos incompativeis, apesar de ndo terem
excluido a possibilidade de haver uma desvantagem seletiva dos individuos O para
compensar o efeito da incompatibilidade, mantendo-se, assim, o polimorfismo do

sistema ABO.

De fato, PENALVA da SILVA & KRIEGER (1981) ndo
encontraram desvios na distribuigdo ou segregagdo dos alelos A e B do sistema ABO
em uma amostra relativamente grande de migrantes brasileiros que passaram por Sao
Paulo (na maior parte nordestinos). Também ndo detectaram desvio das proporgoes
mendelianas quando os casais foram agrupados em "compativeis” e "incompativeis"
para o sistema ABO. Contudo, foi detectada na populagdo estudada por PENALVA
da SILVA & KRIEGER (1981) uma correlagdo significativa entre o titulo de

anticorpos maternos nos casais incompativeis e a mortalidade po6s-natal, ndo tendo
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sido encontrada uma correlagdo semelhante considerando-se os abortamentos € a

mortalidade pré-natal.

HIRAIZUMI (1990), analisando os dados de um estudo anterior
(HIRAIZUMI et al., 1973a,b), realizado em duas cidades japonesas (Ohdate e
Akita), confirmou sua primeira observagdo de que ha um pequeno ou nenhum efeito
da incompatibilidade ABO sobre a populagado japonesa atual. Entretanto, na opinido
de Hiraizumi ha um efeito seletivo atuando sobre o sistema ABO de forma que os
fetos com o alelo A sio mais freqiientemente eliminados do que os demais, em fases
iniciais da gravidez, quando a perda fetal ndo pode ser identificada pela mulher. Tal
selegdo ndo se refletiria nas freqiiéncias de segregacdo entre a prole, conforme

demonstrado por HIRAIZUMI et al. (1973a).

Tem sido proposta atualmente uma outra hipotese para explicar a
manutengdo do polimorfismo do sistema sangiiineo ABO. Esta nova hipotese
proposta por VALENZUELA & WALTON (1985) partiu de alguns estudos

apresentados a seguir.

KIRK et al. (1955) observaram pela primeira vez, num estudo
realizado na Australia, um excesso de recém-nascidos do grupo B, filhos de maes do
grupo A, e de recém-nascidos do grupo A , filhos de méaes do grupo B. Este achado
foi confirmado por um estudo mais recente realizado por VALENZUELA (1985), a
partir de dados sobre pares mie-filho da Australia (20.575 pares), da Alemanha
Oriental (4.507 pares) e do Chile (6.976 pares).

Esses achados levaram VALENZUELA & WALTON (1985) a
proporem um mecanismo hipotético de indugéo da tolerancia materna por zigotos ou
embrides que contém um gene ausente na mae, o que explicaria tanto a manutengao

do polimorfismo como a tolerancia de gestagdes incompativeis no sistema ABO. A
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tolerancia materna é explicada como um processo através do qual alguns antigenos
ou marcadores da superficie celular dos espermatozdides ou zigotos induzem uma
reagdo de protegdo materna em relagdo a outros antigenos do zigoto que
normalmente suscitam uma rea¢do de rejeigdo. Por esta hipdtese, os heterozigotos
que possuem um gene paterno ausente na mée deveriam ser melhor tolerados do que
os homozigotos. Segundo estes autores isso explicaria as distor¢des na segregagao
no sistema ABO (e.g., excesso de pares mie-filho AO x BO e BO x AO) observadas
em populagdes chilenas, tanto na analise das matrizes de pares mae-fitho
(VALENZUELA & WALTON, 1985) quanto no estudo de pares consecutivos de
irmaos (CIFUENTES & VALENZUELA, 1986), classificados de acordo com o

fenétipo materno.

CABELLO, FEITOSA, KRIEGER (1988) analisaram duas amostras
brasileiras, cada uma com cerca de 1.000 pares de irmaos, com o objetivo de testar
as discrepancias observadas na segregagdo dos grupos sangiiineos ABO entre pares
consecutivos de irmdos, como foi sugerido por CIFUENTES & VALENZUELA
(1986). Os resultados mostraram a inexisténcia de diferengas significativas tanto nas
amostras totais como naquelas subdivididas de acordo com os fenotipos maternos,
nio permitindo, portanto, a generalizagdo dos resultados obtidos no Chile. Além
disso, as observagdes agrupadas das amostras brasileiras e chilenas ndo apoéiam,
segundo CABELLO et al. (1988), a existéncia de um mecanismo de tolerdncia

materna, como proposto por VALENZUELA & WALTON (1985).

Numa publicagdo posterior, VALENZUELA & CIFUENTES (1989)
apresentaram argumentos para explicar as discrepancias entre os resultados dos
estudos realizados na amostra chilena e nas duas amostras brasileiras, que, na

opinido destes autores, ndo invalidam a hipétese de tolerancia materna.
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1.3. Doenga hemolitica do recém-nascido (DHRN) do sistema ABO

Quando LEVINE ez al. (1941) descreveram originalmente o papel da
incompatibilidade Rh como causa da doenga hemolitica do recém-nascido, estes
autores sugeriram que, nos casos de DHRN onde as maes eram Rh positivo (7% dos
casos estudados), a DHRN devia-se a isoimunizagdo por outros fatores sangiiineos,

dentre eles os antigenos do sistema ABO.

Em 1944, HALBRECHT sugeriu que a ictericia neonatal que ocorre
nas primeiras 24 horas de vida (ictericia precoce) poderia ser causada por doenga
hemolitica decorrente de incompatibilidade no sistema ABO, diferenciando-se,

assim, da ictericia fisiologica, cuja manifestagdo é mais tardia.

A doenga hemolitica ABO é uma doenga isoimune que implica na
passagem transplacentaria de anticorpos maternos e sua interagdo com os antigenos
das hemacias fetais ou neonatais. Esta interagdo antigeno-anticorpo determina a
hemoélise e, conseqiientemente, ocorre um grau varidvel de anemia e
hiperbilirrubinemia (COOK, 1982). Embora a demonstragéo in vitro da presenga de
anticorpos hemoliticos requeira a presenga de complemento, os achados de
WANG & DESFORGES (1971) sugerem que o complemento ndo participa na

destruigdo in vivo das hemacias nos casos de DHRN do sistema ABO.

Os primogénitos sdo afetados em cerca de 40 a 50% dos casos
(OSKI & NAIMAN, 1972). A DHRN do sistema ABO pode ocorrer na primeira
gravidez porque o anticorpo imune anti-A e anti-B pode ser encontrado em niveis
elevados em mulheres nuligestas (GRUNDBACHER, 1968) ou primiparas
(HUNTLEY et al., 1976). Freqiientemente, criangas de uma mesma irmandade sdo

afetadas. Contudo, uma crianga incompativel, nascida ap6s um irmio que teve a
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DHRN do sistema ABO, pode permanecer nio afetada ou desenvolver um processo
hemolitico mais moderado (MOLLISON & CUTBUSH, 1959), ou ainda ter uma
manifesta¢do mais grave da DHRN (WIENER et al., 1960).

Segundo MOLLISON & CUTBUSH (1959), o diagnostico da DHRN
do sistema ABO envolve dois aspectos importantes. Primeiramente, deve-se
demonstrar que as hemacias fetais estdo expostas a um anticorpo incompativel capaz
de produzir hemoélise e, em segundo lugar, deve-se demonstrar que a taxa de
destrui¢do das hemacias estd aumentada. Para satisfazer o primeiro critério, €
necessario somente demonstrar que o soro materno tem o anticorpo hemolitico e que
as hemacias do recém-nascido sdo incompativeis. Contudo, ¢ dificil, ou mesmo
impossivel, em certos casos demonstrar que a taxa de destrui¢do das hemacias esta
aumentada. Além disso, concentragdes baixas de anticorpos podem sensibilizar as
hemacias, ocorrendo um grau leve de hemélise sem evidéncia de sensibilizagdo in
vitro. Portanto, € possivel que a maioria, ou mesmo todos os recém-nascidos
incompativeis com a mae no sistema ABO, tenham um certo grau de hemdlise

(DESJARDINS, CHINTU, ZIPURSKI, 1979).

Ha vanabilidade na manifestagio clinica da DHRN do sistema ABO,
podendo ocorrer desde ictericia leve, que se assemelha com a ictericia fisiologica,
até ictericia grave, como a causada pela incompatibilidade Rh (ZUELZER &
COHEN, 1957).

A incidéncia da DHRN do sistema ABO como causa de
hiperbilirrubinemia neonatal é comparavel, em certas populagoes, com a fregiiéncia

da deficiéncia de G6PD como fator causal (MADAN & SOOD, 1987).

Vale salientar que hé associagao etiologica entre algumas variantes de

G6PD, como a Mediterranea e Cantdo, que causam deficiéncia grave de G6PD e a
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ictericia neonatal. Quanto & variante africana de G6PD, no estudo realizado por
GARLIPP (1987), verificou-se que esta associada com a ictericia moderada (que
requer fototerapia), mas ndo com a ictericia leve (onde ndo € necessario o

tratamento).

Alguns autores, como CLIFFORD ez. al. (1968), FARRELL (1970)
e DELAPORTE er al (1984), consideram que a DHRN do sistema ABO € mais
grave entre o par mae-filho O x B, ainda que seja mais freqiiente no par O x A
Outros autores, como KANTO, MARINO, GODWIG (1978); PEEVY &
WISEMAN (1978) ¢ EMILFORK, AMPUERO, DUFFAU (1981), ndo

confirmaram estas suposigoes.

Na revisdo da literatura observa-se que a incidéncia de DHRN do
sistema ABO ¢ de dificil determinagdo, ndo s6 devido a vanabilidade na
manifestagdo clinica, mas também como afirma LEVINE & MEYER (1985), por

ndo existir um critério diagndstico unico.

Segundo OSKI (1978), o diagnostico da DHRN do sistema ABO de-
pende dos achados clinicos, sorologicos e hematolégicos. que incluem: lo.)
presenga de hiperbilirrubinemia inexplicada em uma crianga do grupo A ou B, nas-
cida de mie do grupo O; 20.) presenga de leve anemia, reticulocitose e esferocitose;
30.) presenga de teste de COOMBS direto fracamente positivo e eluigdo dos
anticorpos anti-A ou anti-B ligados as hemacias fetais; 40.) presenca de anticorpos
anti-A e anti-B livres no soro do recém-nascido; 50.) titulos relativamente elevados

de anti-A ou anti-B do tipo IgG no soro materno.

Esses achados nem sempre podem ser avaliados, como discutiremos a

seguir.
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O aparecimento da ictericia e hiperbilirrubinemia néo depende apenas
da intensidade do processo hemolitico, mas também da capacidade do figado do

recém-nascido excretar a bilirrubina (ZUELZER & COHEN, 1957).

O nivel de bilirrubina do cordio umbilical ndo permite o diagnostico
da DHRN do sistema ABO, embora possa predizer, razoavelmente, o nivel final de
bilirrubina no neonato (RISEMBERG et al., 1977; HAQUE, 1978; PEEVY &
WISEMAN, 1978; WHYTE & GRAHAM, 1981 ¢ LEVINE & MEYER, 198S5).

A imprecisdo no diagndstico precoce e a dificuldade de se definir o
prognostico ¢ um problema que se torna ainda mais significativo quando se leva em
conta a pratica da alta hospitalar precoce. Em muitos casos, a DHRN causada pela
incompatibilidade ABO néo é diagnosticada antes do aparecimento da ictericia e ndo
¢ possivel prever um aumento dos niveis de bilirrubina, porque eles podem elevar-
se lentamente. Assim, o diagndstico de DHRN grave podera ndo ser feito antes da
alta hospitalar e, por isso, a identificagdo precoce dos recém-nascidos que tém risco
de desenvolver hiperbilirrubinemia adquire grande importdncia pratica, que se
reflete nos objetivos dos estudos mais recentes (RISEMBERG et al., 1977;
HAQUE, 1978; CARAPELLA er al., 1982; ORZALESI et al, 1983; LEVINE &
MEYER, 1985 e HAN et al. 1988).

A anemia grave ¢ rara. Geralmente as concentragdes de hemoglobina
sdo normais ou levemente baixas (ZUELZER & COHEN, 1957; KANTO e al.,
1978 e COOK, 1982). Mesmo quando os niveis de hemoglobina sio normais, a
contagem de reticulocitos revela uma compensagdo diante de um processo
hemolitico, e percentuais de reticuldcitos acima de 25 ou 30% ndo s3o incomuns nos

casos de DHRN do sistema ABO (ZUELZER & COHEN, 1957).
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A esferocitose ¢ um achado bastante freqiiente, bem como o, aumento
da fragilidade osmética (CRAWFORD et al., 1953; ROSENFIELD, 19SS;
ZUELZER & COHEN, 1957 e MOLLISON & CUTBUSH, 1959).

CRAWFORD er al. (1953), num estudo envolvendo 11 recém-
nascidos com diagnéstico de DHRN devido ao anti-A, concluiram que dois sinais
sdo importantes para estabelecer o diagndstico: a presencga de c-hemolisina no soro
materno e o aumento da fragilidade osmotica das hemacias. Em todos os 11 casos
foi observado esferocitose, contudo em dois casos ndo houve ictericia ou
hiperbilirrubinemia, apesar de existirem sinais sorologicos de hemdlise. BARBOSA
(1988) observou correlagdo entre o mimero de horas de inicio da ictericia e o
numero de esferocitos. Quanto mais precoce a ictericia, maior o percentual de

esferocitos.

O teste de antiglobulina direta (teste direto de COOMBS) ndo ¢
considerado por alguns autores como adequado para o diagnostico da DHRN do
sistema ABO ou para a predi¢do da gravidade da doenga, porque geralmente a
reagdo € fraca ou negativa (LEVINE & MEYER, 1985 ¢ QUINN, WEIDLING,
DAVIDSON, 1988a,b), sendo positiva em apenas 11% (BEL COMOS et al., 1991)
a 33% (QUINN et al., 1988b) dos casos de incompatibilidade ABO.

Outros autores, como CLIFFORD et al. (1968); ALTER et al.
(1969); ORZALESI ef al. (1973); DUFOUR & MONOGHAN (1980); WHYTE
& GRAHAM (1981); CARAPELLA e al. (1982); BEL COMOS et al. (1991) ¢
OWA, DUROSINMI, ALABI (1991), contudo, recomendaram que o teste de
COOMBS direto seja realizado de rotina, visto que ¢ um exame relativamente
simples e barato e que consegue discriminar o grupo de recém-nascidos com maior

risco de desenvolver hiperbilirrubinemia entre os casos de incompatibilidade
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materno-fetal ABO. PEEVY & WISEMAN (1978), por exemplo, conseguiram
diminuir significativamente a necessidade de praticar exsangiiinitransfusdes através
de um maior controle dos recém-nascidos com teste de COOMBS direto positivo e

de um tratamento mais precoce e efetivo (fototerapia com luz azul especial).

A falha do teste de COOMBS direto nos casos de DHRN do sistema
ABO deve-se ao baixo nivel de anticorpos ligados as hemacias. Isso ocorre devido
ao pequeno tamanho molecular dos anticorpos IgG e as distdncias relativamente
grandes entre os sitios do antigeno A nas hemacias fetais (VOAK & WILLIAMS,
1971).

Segundo ROMANO & MOLLISON (1975), a quantidade de IgG
anti-A na DHRN geralmente ¢ inferior a 0,6ug/ml, enquanto que, na doenga
hemolitica devido a incompatibilidade Rh, em casos de mesmo grau de gravidade, ha

mais anticorpos anti-Rh ligados as hemacias.

Portanto, a fraca reagdo do teste de COOMBS direto observada nos
casos de DHRN do sistema ABO deve-se ao fato de que o namero de moléculas
anti-A ou anti-B nas células fetais esta no limite mais baixo da sensibilidade do teste
(ROMANO, HUGHES - JONES, MOLLISON, 1973). Modificagdes na técnica
do teste de COOMBS podem aumentar a sua positividade (HSU, ROSENFIELD,
RUBINSTEIN, 1974 ¢ KIRUBA, ONG, HAN, 1988).

Segundo DESJARDINS et al. (1979), a eluigio "a quente" pode
demonstrar a presencga de anti-A ou anti-B ligado as hemacias, mesmo nos casos de
teste de COOMBS direto negativo. Todavia, este achado nem sempre esta associado
com a DHRN do sistema ABO. Apesar disso, € o melhor teste para demonstrar a

presen¢a de anticorpos incompativeis na circulagdo fetal, e segundo VOAK &
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BOWLEY (1969), juntamente com a observagdo da ictericia precoce, constitui um

parametro adequado para o diagnéstico da DHRN do sistema ABO.

De acordo com CRAWFORD et al. (1953) ¢ MOLLISON &
CUTBUSH (1959), a presenga de anticorpo hemolitico no soro materno contra as
hemacias do grupo A ou B é importante para estabelecer o diagnostico da DHRN do
sistema ABO, porque a auséncia de hemolisina anti-A ou anti-B descartaria esta

hipotese diagnostica.

Contudo, estudos posteriores (POLLEY, ADINOLFI, MOLLISON,
1963) demonstraram que a atividade hemolitica esta associada tanto a anticorpos
tipo IgM ou 19S (onde S significa "coeficiente de sedimentagdo™") quanto ao tipo IgG
ou 7S. Assim, o fato de um anticorpo ser hemolitico no indica que necessariamente
ele é do tipo IgG e, portanto, passivel de atravessar a placenta e causar danos ao

feto.

Por outro lado, 0 mecanismo de destruigdo das hemacias fetais na
DHRN do sistema ABO ndo estd bem estabelecido, sendo provavel que a destruigédo
se faga pelo seqiiestro das hemacias aglutinadas (ROMANO & MOLLISON,
1975).

Além desses aspectos relacionados ao diagndstico da DHRN do
sistema ABO, que tornam dificil a sua definigdo, alguns outros devem ser levados
em consideragdo. Assim, em 1982, COOK referia: "a discordincia entre a alta
freqiiéncia de gestagdes incompativeis e a baixa incidéncia da doenga hemolitica,
bem como a gravidade variavel do processo hemolitico, podem ser atribuidas a
natureza dos anticorpos maternos ou dos antigenos fetais, bem como a certos

mecanismos de protegdo fetal que modulam a interago antigeno-anticorpo” .
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Portanto, faz-se necessario comentar sobre os fatores relacionados a

manifestagdo da DHRN do sistema ABO.

1.4. Antigenos do sistema ABO

Segundo MOLLISON & CUTBUSH (1959), as caracteristicas dos
antigenos fetais A e B representam um fator de protegdo na DHRN do sistema ABO

sob dois aspectos:

1. os antigenos A e B das hemacias fetais sio mais "fracos" que os das

hemacias adultas;

2. ha uma ampla distribuigio dos antigenos A e B nos tecidos do feto,
que competem com os antigenos eritrocitarios na sua ligagdo com os anticorpos anti-

A e anti-B maternos.

KEMP (1930) demonstrou pela primeira vez que as hemécias da
crianga até os seis meses de idade tém somente cerca de 20% da sensibilidade para

aglutinagdo ou for¢a antigénica das hemacias adultas.

FISCHER & STEGE (1967) verificaram variagdes quantitativas no
poder de combinagdo dos eritrocitos neonatais com o anticorpo, utilizando a técnica
de imunofluorescéncia. No recém-nascido aparentemente ha diferentes populagoes
de hemacias num mesmo individuo, sendo que as células com alta capacidade de
ligagdo com o anticorpo s3o destruidas prontamente, a0 passo que as com menor
capacidade sdo destruidas mais lentamente. O quadro clinico seria determinado pelo
numero de eritrocitos com elevada capacidade de ligagdo com o anticorpo, pela taxa

de produgdo destes eritrocitos e pela quantidade de anticorpos maternos na
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circulagio do recém-nascido. As hemacias A; adultas apresentam uma mesma
intensidade de fluorescéncia, o que revela uma forte ligagio com o anticorpo. As

hemacias adultas A, comportam-se como as hemacias dos recém-nascidos A;.

VOAK & WILLIAMS (1971) demonstraram que as hemacias A,
fetais tém menos sitios antigénicos do que as hemacias A; adultas e que deve haver
maior distdncia entre estes sitios. A menor for¢a antigénica das hemacias fetais
explica o fato de que, quando hemacias adultas do grupo A sdo transfundidas para
um recém-nascido com anticorpos anti-A adquiridos da mde, elas sdo rapidamente
destruidas, ocorrendo hemolise intravascular, ao passo que as hemacias fetais ndo
sofrem uma destruigdo tdo intensa (OSKI, 1978). A reagdo transfusional com
hemacias adultas pode ocorrer mesmo quando o teste de COOMBS direto ¢ a

elui¢do "a quente" sdo negativos (FALTERMAN & RICHARDSON, 1980).

HABIBI ef al. (1986) investigaram a expressio dos antigenos
eritrocitarios nas hemacias fetais de fetos de 18 a 34 semanas. As amostras de
sangue foram obtidas por pungdo venosa da veia umbilical, guiada através de ultra-
sonografia. Estes autores constataram que os antigenos A;. I, Le* e Le® ndo se
expressam nas hemacias fetais e os antigenos A, B, H, P, Lu* e Lu® mostram
"desenvolvimento imaturo”, uma vez que a "for¢a" e a freqiiéncia destes antigenos
estava diminuida em comparagdo com as hemacias adultas. Segundo estes autores,
alguns antigenos, como os do sistema Rh. que sdo determinados por estruturas
protéicas, estdo bem desenvolvidos j4 na sexta semana de gestagdo. Outros
antigenos, como o A, B, H, Lewis e I, que sdo determinados por agilicares
imunodominantes e requerem uma ou mais enzimas (transferases) para o seu

desenvolvimento, nio tém total expressdo ao nascimento.



27

Os antigenos A e B sofrem, portanto, alteragdes quantitativas durante a

vida do individuo, tanto na fase intra-uterina como apos o nascimento.

Devido ao aumento gradual da forga antigénica das hemdcias fetais,
espera-se destruigdo maior das hemacias no final da gravidez ou nos primeiros dias
apos o nascimento, o que explica a freqiiéncia relativamente alta de casos de DHRN
do sistema ABO com hiperbilirrubinemia e sem anemia precoce, indicando uma
destruigdo eritrocitaria recente, uma vez que a anemia estd relacionada a um

processo hemolitico prolongado das hemacias (GRUNDBACHER, 1963a).

O desenvolvimento relativo da crianga pode ser também um fator
relacionado a manifestagio da DHRN do sistema ABO. SCHELLONG (apud
GRUNDBACHER, 1965a) verificou que, via de regra, os recém-nascidos
prematuros ndo desenvolvem a DHRN do sistema ABO, mesmo na presenga de
anticorpos maternos imunes anti-A e anti-B. Este autor explicou o seu achado pela

"maturidade imperfeita” dos antigenos eritrocitarios A e B nas cnangas prematuras.

Outro achado que poderia ser explicado pela diferenga no
desenvolvimento quantitativo dos antigenos eritrocitarios fetais ¢ a preponderancia
de recém-nascidos do sexo feminino entre as criangas afetadas pela DHRN do
sistema ABO (GRUNDBACHER, 1965a) ¢ entre as formas graves da doenga, que

requerem exsangiiinitransfusio (HODR, 1989).

Sabe-se que o desenvolvimento pré e pos-natal é diferente nos dois
sexos, sendo mais rapido no feminino, e que a forga antigénica do antigeno A; ¢, em

média, maior entre as meninas (GRUNDBACHER, 1965a,b).

O antigenos fetais do sistema ABO também sofrem uma variagdo em

sua reagdo com o anticorpo de acordo com a raga e o peso ao nascer. Ha uma
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correlagdo positiva entre a forga antigénica do antigeno A; e 0 peso ao nascer,
independentemente do sexo do recém-nascido (GRUNDBACHER, 1965b), ¢ a
fregiiéncia de DHRN do sistema ABO ¢ maior em negréides do que em caucasoides
(FARRELL, 1970; PEEVY & WISEMAN, 1978 ¢ CARAPELLA ez al., 1982).
Estes fatos possivelmente podem ser explicados por diferengas no grau de

desenvolvimento dos recém-nascidos.

Assim como ha variagdo no grau de desenvolvimento de uma cnanga
para outra ao nascimento, ha uma variagdo muito grande na forga antigénica das
hemacias fetais, que em alguns casos pode ser semelhante a das hemacias adultas
(TOVEY, 1945; GRUNDBACHER, 1980 ¢ KIRUBA ez al., 1988). De um modo
geral, como proposto inicialmente por TOVEY (194S5), parece haver um consenso
de que, pelo menos em certos casos, a menor forga antigénica das hemacias fetais

pode ter um papel de protegdo contra os anticorpos maternos.

1.5. Anticorpos do sistema ABO e a DHRN

POLAYES, LEDERER, WIENER (1929) observaram em 500
recém-nascidos que o exame de sangue do corddo ndo revelava a presenca de
aglutininas especificas contra as hemacias maternas. Em 25% dos casos, as hemacias
fetais eram aglutinadas pelo soro materno, mas em nenhum caso houve aglutinagio

de hemacias da mie pelo soro de sangue do cordao do recém-nascido.

Na década de 20, alguns trabalhos, como o de SMITH (1928),
comprovaram transferéncia passiva de anticorpos maternos para o feto através da
placenta. Smith observou que as isoaglutininas anti-A e anti-B diminuiam ou

desapareciam da circulagdo dos recém-nascidos dias apds o nascimento, 0 que o
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levou a concluir que estas isoaglutininas ndo haviam sido produzidas pelo neonato;

na verdade, haviam sido adquiridas, sendo, portanto, de origem materna.

Anos mais tarde, HALBRECHT (1944) associou a passagem
transplacentaria das isoaglutininas com a ictericia precoce. Segundo este autor, a
ictericia devia-se a hemdlise das hemacias fetais pela presenga de anticorpos

maternos na circulagdo do recém-nascido.

Por outro lado, TOVEY (1945) confirmou a observagdo prévia feita
por outros pesquisadores como SHERMAN, HAMPTON, COOKE (1940), de que
a placenta impede a passagem de alguns anticorpos maternos. A este fendémeno

TOVEY chamou "inibigdo placentaria".

Posteriormente, alguns estudos mostraram que o grupo sangiiineo da
mie estava relacionado com a passagem transplacentaria dos anticorpos anti-A €
anti-B. Assim, WIENER & UNGER (1955) verificaram que nos pares O x O a
diferenca entre o titulo dos anticorpos anti-A e anti-B no soro materno € no soro
do recém-nascido era menor do que a observada nos pares Ax A (ouAxO)e
B x B (ou B x O). Estes autores sugeriram, com base nestes achados, que as maes
do grupo O tém maior capacidade de produzir anticorpos capazes de atravessar a

barreira placentaria.

ROSENFIELD & OHNO (1955) chegaram a conclusdes semelhantes
ao verificar que os anticorpos anti-A e anti-B eram encontrados com maior
freqiiéncia no soro do sangue de cordio dos recém-nascidos do grupo O, filhos de
mies O, do que no soro de recém-nascidos compativeis, filhos de mées A e B (onde
seria esperada a presenga do anticorpo anti-B e anti-A respectivamente). Porém, a
passagem transplacentaria dos anticorpos maternos ¢ uma condi¢do necessaria, mas

ndo suficiente para a manifestagdo da DHRN.
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GUNSON (1957), usando o teste da papaina de LOW (apud
GUNSON, 1957), encontrou anticorpo anti-A ou anti-B livre no soro de sangue do
cordado de todos os 17 recém-nascidos com DHRN estudados e em nenhum dentre os
25 recém-nascidos do seu grupo-controle (recém-nascidos incompativeis com a mée
que ndo desenvolveram ictericia). Ja STERN (1958), embora tenha encontrado
anticorpos incompativeis livres no sangue de todos os recém-nascidos com DHRN,

também os encontrou em 10% das cniangas clinicamente normais.

Em razio da existéncia de anticorpos anti-A e anti-B na populagdo em
geral, incluindo mulheres nuliparas e homens (ZUELZER & COHEN, 1957 ¢
GRUNDBACHER, 1968), no estudo da DHRN do sistema ABO ndo s6 os aspectos
quantitativos devem ser analisados, mas sobretudo os aspectos qualitativos dos

anticorpos maternos.

Uma das caracteristicas apresentadas apenas pelos anticorpos anti-A e
anti-B produzidos por individuos do grupo O ¢ a reagdo cruzada com hemaécias
heter6logas. ROSENFIELD & OHNO (1955) observaram que os anticorpos anti-A
e anti-B do soro de sangue do corddo de recém-nascidos do grupo O, filhos de mées

O, podiam ser adsorvidos por hemacias B e A}, respectivamente (reagdo cruzada).

Além disso, em maes do tipo O, os antigenos fetais A e B parecem
suscitar a elevagdo dos titulos da aglutinina correspondente e também da outra
aglutinina. SMITH (1945) observou que em gestagdes incompativeisOx Ae O x B
ocorria, durante a gravidez, um aumento do titulo da aglutinina homdloga ao grupo
sangiiineo da crianga € uma leve ascensdo do titulo da aglutinina heterdloga. Smith
comparou este fendmeno com o aumento do titulo de anticorpos especificos e nio-
especificos, que pode ocorrer quando uma pessoa imunizada contra o Bacillus

typhosum, paratyphosum A e paratyphosum B é infectada com o B. typhosum e tem
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um aumento do anticorpo especifico, juntamente com uma leve ascensio dos titulos

dos anticorpos anti-paratyphosum A e B.

ZUELZER & KAPLAN (1954a), utilizando metodologia semelhante
(titulagdo em salina e incubagdo & temperatura ambiente), confirmaram, pelo menos
em parte, os achados de SMITH (1945). No estudo destes autores, o grupo de mdes
com gestagdo incompativel O x A mostrou um leve, porém distinto, aumento do
titulo de anti-A e de anti-B somente no periodo pos-parto (trés semanas apos o
parto). Entre o grupo de mées O com filho B, a elevag@o de anti-B no periodo pos-
parto foi menor e o titulo de anti-A manteve-se estavel. Durante a gestagdo, ao
contrario do observado por SMITH (1954), nio houve aumento do titulo dos

anticorpos maternos.

Para ROSENFIELD (1955), a explicagdo para esses achados € que os
individuos do grupo O produzem anti-A e anti-B com reatividade cruzada. Assim, o
feto incompativel, filho de mde do grupo O, poderia estar sujeito aos efeitos de mais
de um anticorpo: ou anti-A mais anti-B em reag¢do cruzada ou anti-B mais anti-A

expressando reatividade cruzada.

DODD (1952) sugeriu que haveria uma ligagdo entre as moléculas de
isoaglutininas anti-A e anti-B no soro de individuos do grupo O. Esta hipdtese foi
contestada por UNGER & WIENER (1954), visto que dois anticorpos ligados

dificilmente atravessariam a barreira placentana.

Uma outra hipotese foi apresentada por WIENER & UNGER (1953,
1954, 1955), sugerindo que um outro anticorpo, denominado anti-C, com
especificidade anti-AB, estaria envolvidlo na DHRN do sistema ABO. As
denominagdes C e anti-C foram utilizadas pela primeira vez em relagéo ao sistema

ABO, por MOSS, em 1910 (apud WIENER, 1953), que postulou que os quatro
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grupos sangiiineos eram determinados por trés aglutindgenos e correspondentes

aglutininas.

Segundo essa teoria defendida por WIENER & KAROWE (1944), o
individuo do grupo O produz anticorpos anti-A, anti-B e anti-C, enquanto que os
individuos do grupo A ou B produzem apenas anti-B ou anti-A (respectivamente).
Por outro lado, os individuos do grupo A,B e AB possuem um "fator sangiiineo C"

ausente nas pessoas do grupo O.

UNGER & WIENER (1954) procuraram demonstrar e quantificar a
aglutinina anti-C através de estudos de titulagdo dos anticorpos anti-A e anti-B do
soro de mulheres do grupo O antes e apos adsor¢do com hemacias A; ou B. Quando
o soro de mulheres do grupo O era adsorvido com hemacias do grupo A; havia uma
redugdo apreciavel do titulo de anti-B (devido, segundo estes autores, a adsorgdo de
anti-C além do anti-A). O mesmo ocorria quando se utilizava hemacias do grupo B,
havendo uma redugéo do titulo de anti-A (pela adsor¢do de anti-C mais anti-B). O
titulo de anti-C podia entdo ser obtido pela diferenca entre os titulos de anti-A ou de

anti-B antes e apos adsorg¢do com hemacias B e A, respectivamente.

Segundo UNGER & WIENER (1954, 1955), além dos anticorpos
anti-A e anti-B, pode-se encontrar o anticorpo anti-C no soro de sangue do corddo
dos recém-nascidos fithos de mies O. Portanto, o anti-C atravessaria a barreira
placentaria, e o fato de em algumas gestagdes incompativeis (O x Aou O x B)o
anti-C ser encontrado "livre" no soro de sangue do corddo, isso indicarnia que
possivelmente o anti-C é um anticorpo de baixa avidez, explicando a gravidade
moderada ou auséncia de DHRN na maioria dos casos de incompatibilidade ABO

(UNGER & WIENER, 1954). Por outro lado, como o anti-C ¢ produzido



33

exclusivamente por individuos do grupo O. isso justificaria o excesso de pares O x A

e O x B nos casos de DHRN do sistema ABO (WIENER & UNGER, 1955).

Além dessas, ha outras explicagdes para a reatividade cruzada do anti-
A e do anti-B do soro de individuos do grupo O, mas nenhuma ¢ universalmente

aceita.

Outro aspecto qualitativo a ser considerado ¢ a "caracteristica” imune
do anticorpo. ZUELZER & KAPLAN (1954b) demonstraram que o titulo de
anticorpo imune ¢ importante para o diagnostico da DHRN. Estes autores
investigaram a presenga dos anticorpos imunes através da titulagdo das aglutininas

anti-A e anti-B ap6s neutraliza¢do com substancia grupo-especifica AB.

Varios pesquisadores (ABELSON & RAWSON, 1961; KOCHWA
et al., 1961 ¢ POLLEY et al., 1963) posteriormente demonstraram que o0s
individuos do grupo O produzem predominantemente anti-A ou anti-B do tipo IgG e

os individuos do grupo A ou B, principalmente anticorpo do tipo IgM.

KOCHWA et al. (1961) demonstraram que somente anticorpos na
fragio 7S (IgG) do soro estdo associados com a DHRN do sistema ABO, dewido a

sua capacidade de atravessar a placenta.

VOAK (1969) verificou, através de estudos de adsorgao e eluigdo, que
tanto o anticorpo especifico como o que apresenta reatividade cruzada podem estar
relacionados com a DHRN. Assim, VOAK & BOWLEY (1969) contestaram as
hipéteses defendidas por ROSENFIELD (1955) e por WIENER & UNGER (1954,
1955), pois o excesso de mdes do grupo O associado com a DHRN ¢é,
provavelmente, relacionado a quantidade produzida de anticorpo incompativel capaz

de atravessar a placenta (IgG).
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A investigagdo da patogénese da DHRN do sistema ABO envolve um
estudo da inter-relagdo entre os anticorpos IgG anti-A e anti-B maternos e 0s vanos
componentes do mecanismo de protegdo fetais (substancias fetais A e B, forga

antigénica das hemacias fetais e barreira placentaria) (VOAK, 1969).

Varios testes laboratoriais sio utilizados para determinar a presenga do

anticorpo imune. A seguir, discutiremos os mais usados.

Uma das técnicas utilizadas é a adsor¢do do soro materno com
substincias grupo-especificas AB; é a chamada técnica de WITEBSKY (apud
ZUELZER & KAPLAN, 1954a). Ela é adequada para demonstrar a presenga do
anti-A imune, porque a substincia A neutraliza preferencialmente o anticorpo do
tipo 19S (POLLEY et al., 1963). Contudo, é um teste apenas qualitativo € ndo
quantitativo porque, apesar de as substincias AB de origem animal neutralizarem
preferencialmente os anticorpos IgM, elas também neutralizam, quando em alta
concentragdo, o anticorpo IgG (POLLEY et al., 1965). Além disso, a substincia B
de origem animal nio é adequada a identificagio do anti-B imune, e a substincia AB
de origem humana, além de dificil obtengdo, pode levar a resultados erroneos

quando o titulo de IgM ¢é elevado (VOAK & BOWLLEY, 1969).

Atualmente, tém sido utilizados o 2-mercaptoetanol (2-ME) ou o
dithiothreitol (DTT), que destroem as moléculas de IgM (ROSEMBLIT, 1986).

Utilizando-se  técnicas adequadas, pode-se demonstrar uma
significativa correlagdo entre o titulo do anticorpo IgG e a ocorréncia e gravidade da
DHRN do sistema ABO. Contudo, a DHRN s6 ocorre quando os anticorpos IgG
anti-A e anti-B alcangam um nivel suficientemente elevado, a fim de superar os

mecanismos de protegdo fetais (VOAK, 1969).
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Ha um equilibrio na passagem dos anticorpos IgG através da placenta
(KOCHWA et al., 1961) que pode ser confirmado pelos niveis semelthantes de
anticorpos IgG anti-A e anti-B na circulagdo materna e fetal dos pares mae-filho
0 x O (VOAK, 1969 ¢ RACCA et al., 1988). Apos o parto, separado o recém-
nascido da mae, o nivel do anticorpo incompativel logo cai, provavelmente devido a
combinagdo com substincias grupo-especificas ou hemacias (VOAK, 1969). Por
outro lado. a quantidade de anticorpo nas hemacias fetais é cerca de 2 a 3% da
concentragdo do anticorpo no plasma materno devido & competigdo com as

substancias grupo-especificas AB (ROMANO ez al., 1973).

O critério minimo para o diagnostico da DHRN do sistema ABO,
segundo VOAK & BOWLEY (1969), ¢ a demonstragdo de anticorpos anti-A ou
anti-B em um eluato das hemacias fetais juntamente com a observagdo clinica de
ictericia no recém-nascido ou, mais raramente, palidez decorrente de anemia durante
os primeiros dias apos o nascimento. Na falta de eluigdo ou estudos sorolégicos na
amostra de sangue do recém-nascido, a presenga de um titulo elevado (maior que
1:256) de anticorpo IgG no soro materno pode ser uma evidéncia de que o recém-

nascido esta com DHRN dewvido ao sistema ABO.

Outros autores confirmaram a existéncia de correlagio entre o titulo de
anticorpos imunes no soro materno e o desenvolvimento da DHRN. O valor critico
do titulo de anticorpo imune vania entre 1:32 (ZUELZER & COHEN, 1957) ¢
1:256 (GUNSON, 1957 ¢ VOAK & BOWLLEY, 1969). Esta variagdo no valor dos
titulos deve-se ndo so6 ao emprego de diferentes métodos para demonstrar a presenga
do anticorpo imune (técnica de WITEBSKY, 2-ME ou DTT), como a proprna

técnica de titulagdo, que é de pobre reprodutibilidade.



36

Os titulos sdo afetados pela idade das hemacias-testes, temperatura,
periodo de incubagdio e maneira de agitar os tubos quando o ultimo tubo em que

ocorre aglutinagdo visivel é lido (WIENER et al., 1960).

Como a correlagdio entre os titulos elevados de anti-A e anti-B ¢ a
DHRN nem sempre ¢é observada (POLLEY ef al, 1965 ¢ WANG &
DESFORGES, 1971), é provavel que outros aspectos qualitativos dos anticorpos
maternos estejam envolvidos. Soma-se a isso a variabilidade da forga antigénica das
hemacias fetais que levaria, em alguns casos e em outros ndo, a manifestagdo da
DHRN, dependendo da maior ou menor forga antigénica das hemécias diante de
uma dada concentragio de anticorpo (GRUNDBACHER, 1980). Em outras
palavras, mesmo havendo titulos elevados de anticorpos maternos na circulagao
fetal, hemacias com forga antigénica fraca poderiam sofrer um dano menor, nao

havendo manifestagdo clinica da DHRN.

Inicialmente, alguns autores consideravam essencial para o
desenvolvimento da DHRN a presenga de anticorpos com caracteristica hemolitica,
as chamadas hemolisinas (CRAWFORD et al., 1953 ¢ MOLLISON &
CUTBUSH, 1959), cuja produgdo parece depender das caracteristicas imunologicas
do individuo (TOVEY, 1958 ¢ POLLEY et al., 1963).

Todavia, ROMANO & MOLLISON (1975) verificaram que a
quantidade de anticorpo anti-A e anti-B é pequena nas hemacias fetais (menos de
0,6pg/ml), e como o complemento ndo ¢ detectado em concentragdes de IgG
menores que 14pg/ml, é provavel que a destruigdo das hemacias fetais se faga pelo

seqiiestro das hemacias aglutinadas.

Foi também observado que certos anticorpos IgG tém elevada

atividade biologica, sendo capazes de levar a destruigdo das hemacias, mesmo em
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baixas concentra¢gdes (GILLILAND, BAXTER, EVANS, 1971). Além disso, ha
algumas evidéncias de que as moléculas de IgG anti-A e anti-B sdo mais eficientes
na destruigio das hemacias do que as moléculas de anti-RH (ROMANO er al.,
1973).

Segundo CALICH (1988), sabe-se, atualmente, que, o fato da IgG ser
o unico tipo de anticorpo humano que atravessa a barreira placentaria, esta
relacionado a composigdo quimica do fragmento Fc (fragmento cristalizavel) e néo
ao peso molecular. A porgdo Fc serve para ativar o complemento, ligar
imunoglobulinas a vérios receptores celulares e transferir a imunoglobulina através
de membranas. As duas outras porgdes, designadas por F,, ("fragment antigen
binding"), possuem a atividade especifica do anticorpo, ou seja, ligagdo com os

antigenos.

Uma possivel explicagdo para a destrui¢do de hemacias por anticorpos
IgG que ndo fixam complemento é que as hemacias sensibilizadas aderem aos
receptores nos macrofagos através da por¢do Fc da molécula de IgG e sdo destruidas

por fagocitose ou lise citotoxica (BORNE, BECKERS, ENGELFRIET , 1977).

Os resultados dos experimentos de BORNE et al (1977) com
hemacias marcadas com 5!Cr e sensibilizadas apenas com a porgdo F (ab’), da
molécula de IgG anti-D mostraram que, mesmo as hemacias tendo sido
sensibilizadas, ndo sofreram eliminagdo imune in vivo. Assim, a parte Fc dos

anticorpos IgG parece ser essencial a eliminagdo in vivo das hemacias sensibilizadas.

Além disso, ha absoluta correlagdo entre a aderéncia das hemacias aos
monocitos in vitro e o aumento de hemdlise in vivo, o que reforga a suposigio de

que os fagdcitos mononucleares tém um papel importante na destruigo in vivo das
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hemacias sensibilizadas com anticorpos IgG que n3o fixam complemento

(MEULEN et al., 1978).

Considerando-se as subclasses de IgG, MEULEN er al. (1978)
verificaram que os anticorpos IgG3 estio quase sempre associados com anemia
hemolitica; os da subclasse IgGl, apenas em alguns casos; e os anticorpos da
subclasse IgG2 e IgG4 ndo estdo associados com a hemdlise in vivo. Uma relagao
idéntica foi observada entre a composi¢do da subclasse de IgG e a aderéncia das

hemacias aos monocitos do sangue periférico in vitro.

Portanto, as subclasses de anticorpos IgG sdo, provavelmente, de
importancia critica para a destruigio das hemacias dos recém-nascidos do grupo A
ou B, devido as suas propriedades biologicas essencialmente diferentes

(BROUWERS et al., 1987).

MEULEN et al. (1978) afirmaram que a aderéncia das hemacias
sensibilizadas aos macrofagos pode ser inibida in vitro por IgG em baixas
concentragdes, provavelmente porque a IgG livre pode reagir com os receptores da
porgdo Fc existentes nos macrofagos. Contudo, ainda segundo estes autores, a
inibi¢do da aderéncia das hemacias aos macréfagos pode ndo ocorrer in vivo no
bago, que € um o6rgdo importante na destruigdo de hemacias sensibilizadas com

anticorpos que ndo fixam complemento.
As razdes para isso, de acordo com MEULEN et al. (1978), sao:

1°) no bago ocorre uma hemoconcentragdo com elevagdo do
hematdcrito a 70 - 80% e, segundo LO BUGLIO, COTRAN, JANDL (1967), a
inibi¢do da aderéncia pela IgG livre pode ser suplantada por uma elevagdo na

concentra¢do de hemacias sensibilizadas;
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2°) é possivel que os macrofagos no bago sejam mais ativos na ligagdo

com as hemacias sensibilizadas do que os mondcitos do sangue periférico.

Outro aspecto que deve ser considerado no estudo dos anticorpos
relacionados com a DHRN do sistema ABO ¢ a existéncia de diferencas hereditanas
nas imunoglobulinas, os chamados alotipos, marcadores alotipicos, marcadores

genéticos ou determinantes genéticos.

Em estudos realizados em individuos caucasoéides, verificou-se que,
apesar de o nivel total de IgG ser aparentemente constante em relagdo aos fenotipos
de Gm (marcadores Gm encontrados em cadeias pesadas, H, de IgG), os niveis das
subclasses parecem estar relacionados com o tipo Gm do individuo; assim, por
exemplo, os niveis de IgG3 s3o pelo menos duas vezes mais elevados nos individuos
homozigotos para G3m (b) do que nos individuos homozigotos para G3m(g)

(SCHANFIELD, 1980).

As propriedades bioldgicas das imunoglobulinas diferem segundo as
subclasses e os diferentes determinantes alotipicos. Em relag@o ao aldtipo e a por¢do
Fc, no que se refere a destruigio das hemacias sensibilizadas pelos macrofagos,
estudos in vivo e in vitro indicam que a ordem da atividade bioldgica ¢ G3m(g) >

G3m(b) > G1m(f) > Glm(a) (SCHANFIELD, 1980).

Pelo exposto, conclui-se que ndo so as subclasses de IgG, mas também
os alotipos, devem ser considerados no estudo da DHRN do sistema ABO, visto que
estes aspectos podem estar relacionados com a variabilidade da manifestacdo desta

doenga.



1.6. Relagfio entre os fenétipos do sistema secretor e a DHRN do sistema
ABO

Segundo VOAK (1969), ha duas possiveis maneiras pelas quais o
sistema secretor poderia estar relacionado com a DHRN do sistema ABO: como um
fator de protegdo ou como um estimulo antigénico para a produgdo de isoaglutininas

anti-A e anti-B.

BOORMAN & DODD (1943) propuseram que os anticorpos anti-A e
anti-B maternos ndo destruiriam as hemacias fetais porque eles seriam absorvidos
pelas substincias A e B hidrossoluveis presentes no plasma e fluidos corporais do
feto. Como os individuos ndo-secretores ndo possuem as substincias ABH na forma
hidrossolavel, os fetos ndo-secretores estariam sujeitos aos efeitos adversos dos

anticorpos maternos, por ndo contar com este fator de protegéo.

A capacidade de secretar as substdncias grupo-especificas esta
presente ao nascimento (COOK, 1982), contudo, tanto os recém-nascidos secretores
quanto os ndo-secretores podem apresentar a substincia grupo-especifica no seu
soro, ainda que a concentragio nos ndo-secretores seja geralmente mais baixa

(HOSTRUP, 1963).

Como somente os anticorpos do tipo IgG atravessam a barreira
placentaria e sio resistentes a neutralizagdo pelas substincias grupo-especificas
hidrossoliveis, a falha dos anticorpos imunes, em serem neutralizados in vitro por
substancias hidrossoluveis A ou B, pode indicar que 0 mesmo ocorra in vivo

(ZUELZER & COHEN, 1957).
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HALBRECHT (1944), por sua vez, sugeriu que as aglutininas anti-A
e anti-B s#o agentes hemoliticos mais moderados do que as aglutininas anti-Rh, pelo

fato de serem adsorvidas pelos antigenos teciduais.

Os individuos ndo-secretores bem como os secretores tém uma grande
quantidade de substincias grupo-especificas em suas células teciduais. Assim,
segundo ZUELZER & COHEN (1957), é provavel que estas substincias celulares
tenham um papel mais importante do que as substincias secretadas na neutralizagéo
ou fixagdo dos anticorpos. Além do mais, a placenta poderia desempenhar um papel
importante adsorvendo os anticorpos maternos, uma vez que €, em parte, formada

por tecidos fetais.

Como ja comentado, a reagdo ndo exclusiva dos anticorpos anti-A e
anti-B com as hemacias fetais poderia, por outro lado, provocar maior incidéncia de
perda fetal precoce devido a reagdo dos anticorpos maternos com tecidos ou 6rgaos

vitais do embrido ou feto (LEVINE, 1943).

Com o intuito de investigar uma possivel associagdo entre a incidéncia
de abortamentos, a incompatibilidade ABO e o sistema secretor, Mc NEIL ez al
(1957b) estudaram 47 casais com historia de abortamento espontineo e 23 casais
sem historia de abortamento. Verificaram que os casais sem historia de abortamento
eram geralmente compativeis no sistema ABO e também se assemelhavam na
capacidade de secretar os fatores A, B ¢ H. Nenhum "secretor aberrante" foi
encontrado neste grupo de casais. Por outro lado, havia um nimero elevado de
casais incompativeis no sistema ABO e de "secretores aberrantes” entre aqueles com
historia de abortamento espontineo. A associagdio com abortamento espontineo

ocorreu tanto quando a mée tanto quando o pai era secretor aberrante.
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Outros estudos, discutidos a seguir, sugerem que o fen6tipo secretor (e
ndo o fen6tipo ndo-secretor) pode estar relacionado com maior incidéncia da DHRN

do sistema ABO.

SMITH (1945) observou um aumento do titulo da aglutinina materna
correspondente ao grupo sangiiineo da crianga durante as gestagdes incompativeis no
sistema ABO. Contudo, em cerca de 13% das gestagdes incompativeis ndo houve
aumento da isoaglutinina durante a gravidez. Ao verificar o fenotipo secretor de 18
recém-nascidos cujas mies tiveram aumento do titulo de anticorpo e de seis recém-
nascidos cujas mies ndo mostraram alteragdo durante a gravidez, constatou que os
recém-nascidos que produziram isoimunizagdo materna eram secretores € aqueles
que ndo causaram isoimuniza¢do eram nio-secretores. Estes achados levaram-no a
propor que a isoimunizagio no sistema ABO ocorreria pela passagem de substéincias
grupo-especificas hidrossolaveis através da placenta durante a gravidez ¢ ndo pelo
"escape" de hemacias fetais para a circulagio materna, o que dependena da

existéncia de alteragdes placentarias.

Num estudo semelhante, ZUELZER & KAPLAN (1954a)
verificaram que as mdes de recém-nascidos A; secretores mostraram uma
significativa elevagdo do titulo de anti-A em salina, mas somente no periodo pos-
parto. As mies dos recém-nascidos A; ndo-secretores ndo apresentaram alteragdes
no titulo apos o parto. Ja os titulos de anticorpo das mdes de recém-nascidos A,
secretores mostraram alteragdes minimas. No grupo de mies O e criangas B, a
influéncia do fendtipo secretor foi comparavel a do grupo de mées O com filhos A;.
Considerando-se conjuntamente os pares mae-filho O x A; e O x B, os titulos dos
anticorpos maternos correspondentes aumentaram sensivelmente no periodo pos-

parto em aproximadamente 25% das mées dos recém-nascidos secretores. Além
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disso, no estudo de ZUELZER & KAPLAN (1954a) quando o recém-nascido era

secretor, freqiientemente o soro materno tornava-se hemolitico no periodo pos-parto.

Como a condi¢do de secretor do recém-nascido na maioria das vezes
ndo levou a um aumento dos titulos dos anticorpos maternos, ZUELZER &
KAPLAN (1954a) propuseram que a estimulagdo antigénica efetiva da mée fosse
um acontecimento mais eventual do que uma regra, mesmo na presenga de um feto
secretor. Além disso, os resultados indicaram que nao houve estimulagdo para a
produgdo de anticorpos durante a gestagdo (porque os titulos s6 se elevaram no
periodo pos-parto), e sim durante o trabalho de parto. A elevagdo dos anticorpos
pos-parto ¢ compativel, segundo estes autores, com a hipotese de que os antigenos
fetais alcangariam a circulagdo fetal por absorgdo no espago retroplacentario durante
a dequitagdo. O fato de que a elevagdo dos anticorpos estaria limitada as maes de
recém-nascidos secretores indica que o estimulo antigénico, como proposto por
SMITH (1945), seria a absor¢do de substincias grupo-especificas hidrossoluveis.
Estas evidéncias sugeririam, ainda, que o antigeno eritrocitario é menos efetivo para

estimular a produgdo de anticorpos anti-A ou anti-B.

A hipétese de isoimunizagdo apds o parto, e ndo durante a gravidez, é
reforgada pelo fato de que as substincias grupo-especificas, em alta concentragdo no
ligiiido amnidtico, t€ém alto peso molecular e ndo atravessam a barreira placentaria

(VOAK, 1969).

Ha um excesso de multiparas com gestagdes anteriores incompativeis
entre os casos de DHRN do sistema ABO (VOAK & BOWLEY, 1969). Contudo, a
ocorréncia de DHRN, tanto em primiparas quanto em multiparas, fala a favor da
origem tanto isoimune quanto heteroimune dos anticorpos do sistema ABO (VOAK,

1969).



Num estudo extensivo somente a recém-nascidos com suspeita de
DHRN do sistema ABO, ZUELZER & KAPLAN (1954b) verificaram que, dentre
28 recém-nascidos cujo fendtipo secretor foi averiguado, trés (10,71%) foram ndo-
secretores. Mesmo o niimero de ndo-secretores no grupo estudado sendo menor do
que a freqiiéncia esperada, a diferenga ndo foi estatisticamente significativa. Estes
autores concluiram que, até aquele momento, no existiam provas de que o fendtipo
secretor influenciaria o efeito dos isoanticorpos imunes maternos sobre o recém-

nascido.

Outros autores como WIENER, WEXLER, HURST (1949);
CRAWFORD et al. (1953); WIENER et al. (1960) ¢ VOAK (1969) também
observaram um leve excesso de criangas e de pais secretores entre os casos de
DHRN do sistema ABO. Joa GRUNDBACHER (1965a) nao encontrou diferengas
nas freqiiéncias de recém-nascidos secretores e ndo-secretores entre 41 casos de

DHRN do sistema ABO.

Para KOCHWA et al. (1961), o excesso de recém-nascidos secretores
entre os casos de DHRN do sistema ABO pode refletir ou uma susceptibilidade dos
recém-nascidos secretores, ou uma resisténcia dos nado-secretores a DHRN, ou
mesmo perda intra-uterina dos fetos ndo-secretores. Uma vez encontradas
substiancias grupo-especificas tanto em secretores quanto em ndo-secretores,
segundo estes autores devem existir diferengas quantitativas e/ou qualitativas entre

elas explicando estes achados.

Entretanto, a relagdo entre o sistema secretor € os niveis de
isoanticorpos maternos pode ser analisada de outra maneira. Ao contrario de
SMITH (1945) e ZUELZER & KAPLAN (1954a), GRUNDBACHER (1968) ndo

observou relag@o do nivel de anticorpo materno com o fenétipo do sistema secretor
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do recém-nascido. Contudo, num estudo posterior, GRUNDBACHER &
SHREFFLER (1970) demonstraram evidéncias de uma associagdo entre o sistema
secretor do individuo e o seu nivel de isoanticorpos e de imunoglobulinas IgG. Estes
autores verificaram que os niveis de isoaglutinina anti-B e de IgG, por exemplo, séo

mais baixos nos individuos ndo-secretores.

Supondo que isso seja verdadeiro, o nivel de anticorpo materno anti-A
ou anti-B poderia estar associado com o fenétipo do sistema secretor da mée e ndo

do recém-nascido.

Tendo em vista o que foi exposto, a DHRN do sistema ABO, até o
momento, ndo pode ser prevenida. Entretanto, ha fatores a ela relacionados que
podem discriminar os grupos de recém-nascidos com maior risco de desenvolver esta

doenga.

Como os critérios para os diagnosticos da DHRN do sistema ABO sdo
de dificil defini¢do, por ndo haver sinais patognomoénicos, o que dificulta a
identificag@o principalmente dos casos leves da doenga, optamos por verificar a
relagdo da incompatibilidade ABO com a incidéncia da ictericia neonatal, que é um

sinal de mais facil identificagao.

Além disso, através de estudos caso-controle, comparamos dados
maternos € neonatais relacionados a manifestagio da ictericia neonatal nos casos de

incompatibilidade ABO.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Verificar a relagdo da incompatibilidade ABO com a incidéncia da
ictericia neonatal e a importincia da forga antigénica das hemacias fetais, do titulo
de anticorpos imunes anti-A e anti-B na circulagdo materna e fetal, e a freqiiéncia
dos fendtipos do sistema secretor na ocorréncia de ictericia neonatal nos casos de

incompatibilidade ABO.

2.2. Especificos

2.2.1. Verificar a freqiiéncia génica do sistema ABO no grupo de mies

e seus recém-nascidos;

2.2.2. Verificar a incidéncia de ictericia neonatal entre recém-nascidos
incompativeis com a mde no sistema ABO, excluindo-se os casos de deficiéncia de

G6PD e de incompatibilidade no sistema Rh;

2.2.3. Comparar a freqiiéncia esperada de recém-nascidos incompati-

veis com a mie no sistema ABO e a freqii€ncia observada;

2.2.4. Verificar a freqiiéncia de ictericia neonatal entre os recém-
nascidos com e sem incompatibilidade ABO, de acordo com a hora de vida de

detecgdo da ictericia;

2.2.5. Comparar os dados maternos (paridade e abortos anteriores,

filhos anteriores com ictericia neonatal, transfusGes sangiiineas anteriores,



vacinagdes recentes, cor da pele materna), razdo de sexo do recém-nascido, peso ao
nascer, idade gestacional, resultado do teste d¢ COOMBS direto e eluigdio entre os
seguintes grupos de recém-nascidos: com incompatibilidade ABO e com ictericia
neonatal; com incompatibilidade ABO e sem ictericia neonatal, e sem

incompatibilidade ABO (recém-nascidos do grupo O, filhos de mdes do mesmo
grupo);

2.2.6. Verificar a forga antigénica das hemacias fetais e sua relagdo

com o aparecimento de ictericia neonatal nos casos de incompatibilidade ABO,;

2.2.7. Verificar o titulo de anticorpos imunes anti-A e anti-B na
circulagio materna e fetal e sua relagdo com o aparecimento de ictericia neonatal nos

casos de incompatibilidade ABO;

2.2.8. Verificar a freqiiéncia dos fenétipos do sistema secretor € sua

relagdo com a presenga de ictericia neonatal nos casos de incompatibilidade ABO.



49

3. CASUISTICA E METODOS
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3. CASUISTICA E METODOS

A amostra foi constituida por pares mée-filho que foram estudados
pela seqiiéncia de entrada no Centro de Atengdo Integral a Saude da Mulher -
Universidade Estadual de Campinas, (CAISM - UNICAMP), durante um periodo de
seis meses (16 de outubro de 1990 a 16 de abril de 1991).

Foram excluidas da amostra as mies e recém-nascidos sem tipagem
sangiiinea no sistema ABO, os recém-nascidos com menos de 20 semanas e/ou com
peso inferior a 500g e os natimortos. No caso de partos gemelares, foi considerado

apenas um dos recém-nascidos escolhido por sorteio.

Nessa amostra foram analisadas as freqiiéncias génicas do sistema
ABO das mies e seus recém-nascidos, a incidéncia de ictericia neonatal entre os
recém-nascidos incompativeis com a mie no sistema ABO, excluindo-se os casos de
deficiéncia de G6PD e de incompatibilidade Rh, a freqiiéncia observada e esperada
de recém-nascidos incompativeis com a mde no sistema ABO e a freqiiéncia de

ictericia neonatal de acordo com a hora de vida em que foi observada.

A partir dessa amostra foram selecionados um grupo de estudo e dois
grupos-controles (controle I e controle II). O grupo de estudo foi composto por pares
mie-filho O x A ou O x B, onde os recém-nascidos desenvolveram ictericia
neonatal durante o periodo de internagdo. O grupo-controle I foi formado por pares
mde-filho O x A e O x B, onde o recém-nascido ndo desenvolveu ictericia no
periodo em que ficou internado. O grupo-controle II foi constituido por pares

mie-filho O x O sem levar em conta o desenvolvimento de ictericia.
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O recém-nascido integrante dos grupos de estudo e controles devena
preencher as seguintes condigdes: ser nascido a termo, ter peso adequado para a
idade gestacional (AIG), ndo ter incompatibilidade com a mée no sistema Rh, ter
pesquisa de anticorpos negativa no soro materno, néo ter deficiéncia de G6PD, ndo

ter desenvolvido infec¢do no periodo perinatal e neonatal.

A idade gestacional foi determinada, conforme rotina do Servigo de
Neonatologia, pela equipe médica, através do método de CAPURRO,
KONICHEZKY, FONSECA, CALDEYRO-BARCIA (1978). A 1idade
gestacional foi expressa em dias, a fim facilitar os célculos estatisticos. A
adequagdo do peso para a idade gestacional foi verificada pela equipe médica, com

base no grafico de LUBCHENCO, SEARLS, BRAZIE (1972).

Foram excluidos os pares mie-filho nos casos de: alta hospitalar antes
da entrevista com a mde; recusa materna em participar da pesquisa; e coagulagéo ou
quantidade insuficiente de sangue de cordio ou de saliva para analise. Foi
necessario limitar a coleta diaria de sangue e saliva, colhendo amostras de até trés
pares mie-filho devido a necessidade de neutralizagdo da saliva no prazo méaximo de
uma hora; realizagdo da pesquisa de anticorpos no soro materno no mesmo dia da
coleta; realizagdo imediata da dosagem de bilirrubina dos recém-nascidos ictéricos;
dificuldade e tempo prolongado de coleta das amostras de sangue e de saliva dos

recém-nascidos.

O estudo comparativo entre os grupos de estudo e controles teve como
objetivo comparar os dados maternos e neonatais (paridade e abortos anteriores,
filhos anteriores com ictericia neonatal, transfusdes sangiiineas anteriores,
vacinagdes recentes, cor da pele materna, razido de sexo, peso ao nascer, idade

gestacional, resultado do teste de COOMBS direto e eluigdo), a forga antigénica das
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hemacias fetais, o titulo dos anticorpos imunes anti-A e/ou anti-B e a freqiiéncia dos

fenotipos do sistema secretor.

Quanto a coleta de dados, foi realizada consulta ao livro de registro de
procedimentos do Centro Obstétrico, onde diariamente sdo registrados o nome das

maies e o sexo dos recém-nascidos.

A tipagem sangiiinea das mées foi extraida da ficha obstétrica ou do
livro de registro do Laboratério de Imunoematologia do Centro de Hematologia e

Hemoterapia (HEMOCENTRO) da UNICAMP.

A cor da pele materna foi obtida através dos dados do prontuario, ou
através de inspe¢do quando a mae fazia parte dos grupos de estudo ou controles.
Foram eliminados os casos onde os dados maternos e do recém-nascido eram
incongruentes (por exemplo, mae "ndo-branca" e filho "branco"). Nos casos onde
nido havia registro da cor materna, mas o recém-nascido havia sido identificado
como "branco” pela equipe médica, as mies foram consideradas "brancas". Os dois
unicos casos em que constava da ficha neonatal que o recém-nascido era da cor

"amarela" foram eliminados.

Nio foi possivel obter a cor do recém-nascido, uma vez que ¢ rotina
do Servigo de Neonatologia classificar o recém-nascido como "branco", "nio-

branco"ou "amarelo”, de acordo com a cor matemna.

A ocorréncia de ictericia neonatal no periodo de internagdo foi obtida
através do prontuario médico. Nos grupos de estudo e controle I, a observacdo da
ictericia foi feita pela autora e confirmada por um membro da equipe médica ou pelo

registro na ficha de evolugdo do prontuario médico.
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Quanto aos grupos de estudo e controle, apods o parto, as mdes que
compunham os grupos eram entrevistadas, solicitando-se a sua autorizagdo por
escrito para a realizagdo da pesquisa (ANEXO 1). A seguir, era preenchido um
formulario (ANEXO 2) onde constavam os seguintes dados: cor da pele da mae;
historia obstétrica materna; transfusdes sangiiineas anteriores; vacinagdes recentes;
infec¢des maternas no periodo pré-natal; infecgdo fetal no periodo perinatal; sexo;
peso e idade gestacional do recém-nascido. Vale salientar que ndo foi indagado a
mée sobre a evolugdo neonatal de cada filho anterior, mas apenas se a mie havia ou

ndo tido filhos com ictericia neonatal, e sobre o tratamento a que foram submetidos.

Para os testes laboratoriais, foram colhidos cerca de 10ml de sangue
do cordao umbilical de todos os recém-nascidos por pungdo da veia umbilical com
seringa e agulha, logo apos a dequitag@o. As amostras de sangue foram divididas em
dois frascos, com solugdo anticoagulante de citrato acido e dextrose (ACD) na
proporgdo de 1:3ml de sangue. Em alguns casos foi utilizada uma mesma amostra de

5ml na realizagdo de todos os exames devido a dificuldades técnicas de coleta.

As mies que compuseram os grupos de estudo e controles foram
submetidas a uma coleta de 8 a 10ml de sangue periférico em tubo seco sem

anticoagulante e 3ml em frasco com solugéo anticoagulante (ACD).

Foram colhidas amostras de saliva das mdes (1 a 5Sml) e recém-
nascidos (0,3 a 1ml) dos grupos de estudo e controles para investigagdo dos
fenotipos do sistema secretor. Utilizou-se a técnica de aspiragdo para obtengdo da

saliva dos recém-nascidos (vide FIGURA 1 e a técnica descrita no ANEXO 3).

Nos recém-nascidos do grupo de estudo foram realizados ainda o
microematocrito € a dosagem de bilirrubina total, ap6s a detecgdo da ictericia, pela

autora ou pela equipe médica da Divisdo de Neonatologia do CAISM, utilizando-se,
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para tanto, amostras de sangue capilar obtido por pungdo de calcanhar do recém-
nascido, colhido em trés tubos capilares heparinizados. A analise das amostras foi
realizada num bilirrubindmetro (AO UNISTAT - AMERICAN OPTICAL). A
descri¢do da técnica consta do ANEXO 4.

Em uma das amostras de sangue do corddo foi realizada a investigagdo
da deficiéncia de G6PD através do método de redugdo da metemoglobina
(BREWER, TARLOV, ALVING, 1960). Nos casos positivos ou quando a amostra
de sangue era muito pequena, foi realizado o ensaio enzimatico quantitativo
(BEUTLER, 1975). A descrigdo das técnicas sio apresentadas no ANEXO 5.
Consideraram-se deficientes em G6PD os recém-nascidos com niveis abaixo de
10,0Ul/g Hb no ensaio enzimatico quantitativo. Os casos falsamente positivos na
triagem inicial pelo método de redugdo da metemoglobina nio foram considerados

deficientes em G6PD.

Os exames para investigagdo da deficiéncia de G6PD foram realizados
pelo Laboratorio de Hematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia da
UNICAMP.

A equipe do Laboratorio de Imunoematologia do HEMOCENTRO da
UNICAMP realizou os seguintes exames: determinagdo dos grupos sangiiineos do
sistema ABO e Rh e teste de¢ COOMBS direto de todos os recém-nascidos. Nos
casos em que o teste de COOMBS direto era positivo, foi realizado, conforme a
rotina, elui¢do do anticorpo aderido a hemacia, determinagdo da tipagem sangiiinea
materna e pesquisa de anticorpos no soro materno. As técnicas estio descritas nos

ANEXOS 6,7 e 8.

A determinag¢do dos grupos sangiiineos do sistema ABO e Rh e a

pesquisa de anticorpos no soro materno das mies integrantes dos grupos de estudo e
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controles, a forga antigénica das hemacias fetais, a titulagdo dos anticorpos maternos
imunes no soro materno e plasma fetal e a determinag@o dos fenétipos do sistema
secretor foram realizados pela autora deste trabalho no Laboratorio de
Imunoematologia do HEMOCENTRO da UNICAMP (de acordo com as técnicas
descritas nos ANEXOS 3,6,8,9¢10).

Para a verificagdo da forga antigénica das hemacias fetais, titulagdo
dos anticorpos imunes no soro materno ¢ plasma fetal e determinagé@o dos feno6tipos
do sistema secretor foram utilizados os mesmos lotes de anti-soros e hemacias-
padrdes (A, A,, B e O) conservados sob congelamento a -20°C em glicerol (ver
técnica descrita no ANEXO 11). Em todos os procedimentos foi utilizada salina
com pH=7 testada com tira reagente (Universalindikator - MERCK).

Os anti-soros anti-A, anti-B e soro de COOMBS foram produzidos
pela BIOTEST S/A. O soro anti-H foi preparado pelo Laboratério de
Imunoematologia do HEMOCENTRO a partir de sementes de Ulex europaeus.

Os anti-soros utilizados apresentaram os seguintes titulos e escores,
determinados pelo Setor de Controle de Qualidade do Laboratéorio de
Imunoematologia do HEMOCENTRO:

anti-soro anti-A: titulo: 1:64 escore: 48
anti-soro anti-B: titulo: 1:512 escore: 67
anti-soro anti-H: titulo: 1:32 escore: 43/46
soro de COOMBS: titulo: 1:64 escore: 36

As hemacias A negativo foram obtidas de trés doadores em diferentes
momentos. As hemacias A,, B ¢ O provinham de um tnico doador. A forga
antigénica das hemacias-padrdes foi testada semanalmente, mantendo-se 0 mesmo

escore durante o periodo em que foram realizados os testes laboratonais.
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A for¢a antigénica das hemadcias-padrdes foi venficada através da
técnica descrita no ANEXOQO 9. Foram selecionadas as hemacias com os seguintes
escores, determinados segundo a classificagdo das reagdes de aglutinagdo das
hemacias da TABELA 3 (adaptagdo de MARSH, 1972) ¢ FIGURA 2 (ANEXO
6):

hemacia A;-: escore 44/45
hemacia A,+: escore 27
hemacia B- : escore 45
hemacia O- : escore 36

TABELA 3 - C(lassificagdo das reagles de
aglutinagdo das hemacias

REACAO ESCORE
S (grumo sélido) 12
bt 12
+++ 10
++ 8
+ 5
+/ pbd 2
O (negativa) 0

Quanto a analise dos dados, as freqiiéncias dos genes do sistema ABO
foram calculadas pelas formulas de BERNSTEIN (apud BEIGUELMAN, 1981,
1983), sendo p, q e r as freqiiéncias dos alelos A, B e O, respectivamente, e p’, q' e

r' as estimativas preliminares das freqii€ncias destes mesmos genes, nesta ordem.



57

A, B e O = freqiiéncia fenotipica dos grupos sangiiineos A, Be O

Depois de calcular o desvio (D) entre a unidade e a soma das
estimativas preliminares, isto é, D =1 - (p' + g'+ r'), as estimativas corrigidas foram

obtidas por intermédio de:

p=p'(1+D)
2

g=4q'(1+D)
2

r=('+D) (1+D)our=1-(p+ g
2 2

Antes de corrigir as estimativas preliminares, foi investigado se as
amostras provinham de uma populagdo em equilibrio de HARDY & WEINBERG,
através de um teste de Qui-Quadrado (x2), que verificou se o desvio D poderia ser
considerado como diferindo significativamente de zero. Foi utilizada a seguinte

formula:

onde, » = tamanho amostral

X*qy=2n(1 +%)D2
pP9q
As mdes foram discriminadas segundo a cor da pele em "brancas"” e
"ndo-brancas" e os recém-nascidos, em filhos de mées "brancas" e filhos de maées
"n3o-brancas"” para o calculo das freqiiéncias génicas e verificacdo do equilibrio de

HARDY & WEINBERG.

Foram comparadas as freqiiéncias de pares mae-filho observadas com

as esperadas através do teste x2.
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As freqiiéncias génicas das amostras de maes "brancas” e "ndo-
brancas" foram comparadas com as freqiiéncias génicas de seus respectivos filhos
através do método de circulos equivalentes de STEVENS (apud BEIGUELMAN,
1981). Foram construidos os circulos equivalentes de 80% e de 95% de

probabilidade.

Entre os recém-nascidos, a analise das fregiiéncias do sistema ABO foi
realizada, ainda, subdividindo-se o grupo de recém-nascidos em ictéricos € ndo-
ictéricos, sendo verificado se estes subgrupos encontravam-se em equilibrio de

HARDY & WEINBERG.

Foi comparada, através do teste x2, a incidéncia de ictericia entre os
recém-nascidos normais e deficientes em G6PD, eliminando-se os casos de
incompatibilidade Rh e ABO. O mesmo foi feito entre os recém-nascidos
incompativeis com a mae no sistema Rh, eliminando-se os casos de deficiéncia de

G6PD e de incompatibilidade ABO.

A seguir, foram eliminados, para as analises, os casos de recém-
nascidos com deficiéncia de G6PD e de incompatibilidade Rh. Venficou-se a
incidéncia de ictericia entre os recém-nascidos incompativeis com a mae no sistema
ABO e se comparou, através do teste x2, a incidéncia de ictericia neonatal entre os
grupos com e sem incompatibilidade ABO, tanto levando-se em conta todos os pares

incompativeis quanto considerando-se apenas os pares O x A e O x B.

As freqiiéncias esperadas de recém-nascidos (RN) incompativeis com
a mée no sistema ABO foram calculadas a partir das freqiiéncias maternas p, g e r.
Para os calculos foram utilizadas as seguintes férmulas, propostas por NORATO,
MAGNA, BEIGUELMAN (dados nio publicados):

RN incompativeis, filhos de méde O: (p + q) r?
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RN incompativeis, filhos de mée A: p?q + 2pqr

RN incompativeis, filhos de mée B: pq* + 2pqr

Total de RN incompativeis: pr2 + qr? + p2q + pq® + 4pqr

Nestas analises os recém-nascidos foram discriminados segundo a cor
da pele materna em filhos de mées "brancas”e filhos de mées "ndo-brancas”. Fez-se
a comparagdo das freqiiéncias esperadas com as freqiiéncias observadas através do
teste x2. A analise foi feita primeiramente com o grupo total de recém-nascidos
incompativeis no sistema ABO. A seguir, fez-se a mesma analise discriminando-se

o grupo de recém-nascidos em ictéricos € ndo-ictéricos.

Verificou-se a freqiiéncia de ictericia entre os recém-nascidos de
acordo com a hora de sua vida de sua detecgdo registrada nos prontuarios médicos,
tendo sido definidos os seguintes intervalos de tempo: menos ou igual a 24 horas,
mais de 24 e menos ou igual a 48 horas e mais de 48 horas. A comparagédo entre 0s

grupos compativel e incompativel no sistema ABO foi feita através do teste X~

Para a analise dos dados do grupo de estudo e controles I e I, a
comparagdo de proporgdes foi feita com o emprego do teste x? e, quando
necessario, através do Teste Exato de FISHER. Para a andlise dos dados
quantitativos, empregou-se correlagdo, analise de variancia ou, quando indicado,
distribui¢do ndo-normal ou heterogeneidade das vanéncias, os testes ndo-

paramétricos de WILCOXON e KRUSKAL-WALLIS.

~ As referéncias bibliograficas foram apresentadas de acordo com as

normas da Associagio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1989).
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4. RESULTADOS

4.1. Fregqiiéncias génicas do sistema ABO e incidéncia de ictericia neonatal

Durante o periodo de estudo ocorreram 1.449 partos, sendo que, em
1.235 pares mae-filho, foi possivel obter a tipagem sangiiinea. Destes, 16 partos
foram gemelares (duplos). Apds selegdo, por sorteio, de um dos gémeos, a amostra

ficou constituida de 1.219 pares mée-filho.

Foi possivel verificar, através dos dados do prontuario, a cor da pele
de 1.054 mies. Discriminando-se as maes em "brancas” e "ndo-brancas", observou-
se que se encontravam em equilibno de HARDY & WEINBERG quanto as
freqiiéncias dos genes 4, B e O (X%,=1,951; 0,10<P<0,20 e X* y=0.061;
0,80<P<0,90, respectivamente) (TABELA 6).

TABELA 6 - Distribuigdo das 931 mdes "brancas" e 123 mies "ndo-brancas” segundo os
grupos sangiiineos do sistema ABO e frequéncias corrigidas p, g e r dos

genes A, Be O
GRUPOQS MAES FREQUENCIAS MAES
SANGUINEOS GENICAS
BRANCAS NAO-BRANCAS BRANCAS NAO- BRANCAS
No. (%) No. (%)
A 361 (38,8) 29(23,6) P 0,238 0,140
B 113(12,1) 20(16,3) q 0,079 0,098
AB 28 (3,0) 3(2.4) r 0,683 0,762
o 429 (46,1) 71 (57.7) oy 1,951 NS 0,061NS

NS = njo significativo; P>0,05
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Os recém-nascidos filhos de mdes "brancas" e "ndo-brancas" também
se encontravam em equilibrio de HARDY & WEINBERG (x*,=2,696- 0,10<p<0,20
e X21,=3,052; 0,05<p<0,10, nesta ordem) (TABELA 7).

TABELA 7 - Distribui¢do dos 931 recém-nascidos (RN) filhos de maes "brancas"e 123
recém-nascidos filhos de maes "n@o-brancas" segundo os grupos
sangiineos do sistema ABO e freqiéncias corrigidas p, g, e r dos genes 4,

BeO
GRUPOS FILHOS DE MAES FREQUENCIAS FILHOS DE MAES
SANGUINEOS GENICAS

BRANCAS NAO-BRANCAS BRANCAS NAO-BRANCAS
No. (%) No. (%)

A 375 (40,3) 43(35,0) p 0,250 0,243

B 120(12.9) 15¢12,2) q 0,085 0,106

AB 31 (3.3) 10 (8,1) T 0,665 0,651

0 405 (43,5) 55(44,7) o) 2,696NS 3,052N8

NS = ndo significativo, P>0,05

A analise dos pares maes-filhos do grupo de maes "brancas" mostrou
um excesso de pares A xA e B xB e uma falta de pares A x O ¢ B x O, conforme

demonstrado na TABELA 8.

TABELA 8 - Frequéncias observadas e esperadas de pares mae-filho de acordo com o

grupo sangiiineo do sistema ABO
GRUPO
SANGUINEO GRUPO SANGUINEO DOS FILHOS TOTAL X2
DAS MAES
A B AB [3)
A 245 (2274) 14 (122) 14 (164) 88 (1050) 361 4,731%
B 9 (127) 62 (496) 12 (142) 30 (365) 113 5.676*
AB 13 (129 16 07y 5 @44) - - 28 0,128NS
0 108 (101,9) 34 (33,9) - - 287 (293,2) 429 0,497NS
TOTAL 375 120 31 404 931

NS= nio significativo, P>0,05/ * P<0,05
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Obs: Entre parénteses foram assinalados os valores esperados

Nio foi possivel analisar os pares mde-filho do grupo de mdes
"ndo-brancas" devido ao pequeno tamanho amostral. Os dados sdo apresentados na

TABELA 9.

TABELA 9 - Distribuigdo de pares mae-filho do grupo de mées "ndo-
brancas" conforme o grupo sangiuiineo do sistema ABO

GRUPO
SANGUINEO GRUPO SANGUINEO DOS FILHOS
DAS MAES TOTAL
A B AB [o}
A 19 0 3 7 29
B 3 7 5 5 20
AB 0 1 2 - 3
o) 21 7 - 43 71
TOTAL 43 15 10 55 123

A comparagdo das freqiiéncias génicas do sistema ABO entre as mies
"brancas”e seus filhos e entre as mies "ndo-brancas”e seus filhos pelo método dos
circulos equivalentes de STEVENS (apud BEIGUELMAN, 1981) é demonstrada
nas FIGURAS 3,4,5 e 6. Os elementos para a construgdo dos circulos equivalentes
de 80% e 95% de probabilidade sido apresentados na TABELA 10.
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TABELA 10 - Elementos para a construgdo dos circulos equivalentes de 80% e 95% de
probabilidade (STEVENS apud BEIGUELMAN, 1981) dos grupos de
mies "brancas” e "ndo-brancas"e de seus respectivos filhos

COR GRUPO Jr Ja Jn RAIO (80%) RAIO (95%)
MAES 0,487 0,281 30,512 0,020 0,027
BRANCAS
FILHOS 0.500 0,292 30,512 0,020 0,027
MAES 0,374 0,314 11,091 0,055 0,075
NAO-BRANCAS
FILHOS 0.493 0,326 11.091 0,054 0,074

(p=freqiiéncia do gene 4; q = frequiéncia do gene B, n = tamanho da amostra)
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FIGURA 3 - Circulos equivalentes de 80% de proba-
bilidade da amostra de maes "brancas"
e de seus filhos. Os elementos para
construgao dos circulos equivalentes
sao apresentados na TABELA 10
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FIGURA 4 - Circulos equivalentes de 95% de probabi-

lidade da amostra de maes "brancas" e de
seus filhos. Os elementos para constru-
cao dos cfrculos equivalentes sao apre-
sentados na TABELA 10.
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FIGURA 5 - Circulos equivalentes de 80% de probabi

lidade da amostra de maes "nao-brancas"
e de seus filhos. Os elementos para cons
trucao dos circulos equivalentes sao
apresentados na TABELA 10.
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FIGURA 6 - Circulos equivalentes de 95% de probabi

lidade da amostra de maes "nao brancas"
e de seus filhos. Os elementos para cons
trugao dos circulos equivalentes ‘sao
apresentados na TABELA 10.
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A analise das figuras 3 e 4 permitem concluir que as freqiiéncias
génicas do sistema ABO das mdes "brancas” e dos seus filhos ndo diferem entre si,
tanto considerando-se os circulos equivalentes de 80% de probabilidade quanto os

circulos de 95% de probabilidade.

O mesmo ndo é observado entre as mies "ndo-brancas” e seus filhos.
Analisando-se a FIGURA 5§, onde foram utilizados os circulos de 80% de
probabilidade, mais adequados quando o tamanho amostral é pequeno, a ndo
intersec¢do dos circulos, demonstra que as freqii€ncias génicas dos filhos diferem

das freqiiéncias génicas maternas.

Discriminando-se os recém-nascidos segundo a cor da pele materna e
o0 aparecimento ou nio de ictericia durante o periodo de internagdo, observou-se que
o grupo de recém-nascidos ictéricos filhos de mdes "brancas" e os recém-nascidos
ndo-ictéricos filhos de maes "ndo-brancas" ndo se encontravam em equilibrio de
HARDY & WEINBERG (x2,~ 4,288, P<0,05 e x%,= 6,521, P<0,02,
respectivamente) (TABELAS 11 e 12)

TABELA 11 - Distribui¢do dos 918 recém-nascidos (RN) filhos de mies "brancas" e 122
recém-nascidos filhos de mies "ndo-brancas" classificados como ictéricos e
ndo-ictéricos conforme a detecgdo ou ndo de ictericia durante o periodo de

internagao
MAES BRANCAS MAES NAO-BRANCAS
GRUPOS RN RN RN RN
SANGUINEOS ICTERICOS NAO- ICTERICOS NAO-ICTERICOS
No. (%) ICTERICOS No. (%) No. (%)
No. ('Vo)

A 177 (45,5) 191 (36,1) 24 (44.4) 18 (26,5)
B 50 (12.9) 67 (12,7 7(13,0) 8(11,7)
AB 11 (2,8) 20 (3,8) 3 (5,6) 7 (10,3)
0 151 (38.8) 251 (47.4) 20 (37,0 35 (51,5)
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TABELA 12 - Freqiiéncias corrigidas p, g e r dos genes 4, B e O dos 918 recém-nascidos
(RN) filhos de m3es "brancas" e 122 recém-nascidos fithos de mées "ndo-
brancas" classificados como ictéricos e ndo-ictéricos conforme a detec¢éo ou
ndo de ictericia durante o periodo de internagdo

MAES BRANCAS MAES NAO-BRANCAS
FREQUENCIAS RN RN RN RN
GENICAS ICTERICOS  NAO-ICTERICOS | ICTERICOS NAO-
ICTERICOS
0,283 0,225 0,293 0,201
0,082 0,086 0,097 0,115
r 0,635 0,689 0,610 0,684
) 4,288* 0.019N8 0,003NS 6,521%*

NS = nfo significativo, P>0,05/ * P<0,05/ ** P<0,02

Dos 835 casos onde foi feita a investigagdo da deficiéncia de G6PD,
eliminaram-se seis casos duvidosos (teste de redugdo da metemoglobina positivo,
mas sem realizagdio do ensaio enzimatico quantitativo para confirmagdo do
diagnostico). Assim, dentre os 829 recém-nascidos da amostra 29(3,5%)

apresentaram deficiéncia de G6PD.

Quanto a cor da pele da mde e sexo dos recém-nascidos com
deficiéncia de G6PD 12 eram filhos de mdes "brancas" e 15 filhos de mies "ndo-
brancas" (em dois casos ndo havia registro da cor da pele nos prontuarios)
(TABELA 13); 14 eram do sexo masculino e 14 do sexo feminino (em um caso ndo

havia registro do sexo do recém-nascido) (TABELA 13).

De acordo com a TABELA 13, o valor médio da quantificagdo de
G6PD foi 0,75 (DP=0,54) entre os recém-nascidos do sexo masculino ¢ 4,42

(DP=2,66) entre os recém-nascidos do sexo feminino.
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TABELA 13 - Valores da quantificagdo de G6PD entre os recém-nascidos
deficientes classificados segundo o sexo e a cor da pele da

mae
CASO No. COR SEXO G6PD (Ul/gHDb)

1 Branca F 2,75
2 Branca F 4,00
3 Branca F 6,10
4 Branca M 0,20
5 Nao-branca F 7,20
6 Branca F 6,60
7 N3o-branca F 0,70
8 N3o-branca M 0,70
9 - - 1,90
10 N3o-branca F 8,40
11 Branca F 420
12 N3o-branca F 3,10
13 Nio-branca M 0,15
14 Nio-branca F 4.60
15 Branca F 5,50
16 N3o-branca M 0,48
17 Nao-branca M 0,33
18 Branca M 0,98
19 N3ao-branca M 0,60
20 Nio-branca M 1,66
21 - F 0,57
22 N3io-branca M 0,47
23 Nio-branca M 2,00
24 Branca F 7,70
25 Nao-branca M 1,00
26 Branca F 0,45
27 Nao-branca M 0,30
28 Branca M 0,99
29 Branca M 0,70

Eliminando-se os casos de incompatibilidade no sistema ABO e/ou Rh
(incluindo um caso ndo confirmado de incompatibilidade pelo fator rh' ou C),
dentre 17 recém-nascidos deficientes de G6PD, oito (47,1%) desenvolveram

ictericia neonatal. Comparando-se com o grupo de 582 recém-nascidos normais,
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onde 219 (37,6%) apresentaram ictericia, a diferenga ndo foi significativa (x
2,,=0,624; 0,30<P<0,50) (TABELA 14).

TABELA 14 - Comparagdo da incidéncia de ictericia neonatal entre
os recém-nascidos (RN) normais e deficientes de
G6PD, eliminando-se os casos de incompatibilidade

ABO e Rh
EVOLUCAO G6PD TOTAL
DORN DEFICIENTE NORMAL No. (%)
No. (%) No. (%)
COM ICTERICIA 8 (47,1) 219 (37.6) 227 (37,9)
SEM ICTERICIA 9 (52,9) 363 (62,4) 372 (62,1)
TOTAL 17 582 599 (100,0)

x2m =0,624; 0.30<P<0,50

Em relagdo a incompatibilidade no sistema Rh, dentre 1.214 pares
mde-filho onde a tipagem Rh era conhecida, 85(7,0%) eram incompativeis quanto ao
fator Rho (D). Em um caso, que ndo foi incluido, possivelmente havia
incompatibilidade em relagdo ao fator rh'(C). Quanto a freqiiéncia de individuos Rho
(D) negativo, 121(10,0%) mdaes e 125(10,3%) recém-nascidos eram Rho (D)

negativo.

Considerando-se a incidéncia de ictericia neonatal, ndo houve
diferengas estatisticamente significativas (x2,,=0,0003; P>0,95) quando foram
comparados os grupos de recém-nascidos com e sem incompatibilidade quanto ao
fator Rho (D), eliminando-se os casos de incompatibilidade ABO e de deficiéncia de

G6PD (TABELA 15).
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TABELA 15 - Comparagio da incidéncia de ictericia entre os recém-nascidos
(RN) com e sem incompatibilidade quanto ao fator Rho (D),
eliminando-se os casos de incompatibilidade no sistema ABO e de

deficiéncia de G6PD
EVOLUCAO INCOMPATIBILIDADE Rho (D) TOTAL
DO RN COM SEM No. (%)
No. (%) No. (%)
COM ICTERICIA 15 (37.5) 219 (37.6) 234 (37,6)
SEM ICTERICIA 25 (62,5) 263 (62,4) 388 (62,4)
TOTAL 40 (100,0) 582 (100,0) 622 (100,0)

1y = 0,0003; P>0.95

A partir da amostra de 835 recém-nascidos onde foi realizada a
investigagdo da deficiéncia de G6PD, foram identificados 742 recém-nascidos sem
deficiéncia de G6PD e sem incompatibilidade no sistema Rh. Destes, 160(21,6%)

eram incompativeis com a mée no sistema ABO e 582 (78,4%) eram compativeis.

Observou-se uma freqiiéncia significativamente mais elevada de
recém-nascidos ictéricos no grupo de pares mie-filho incompativeis em comparagio

com o grupo de pares compativeis (x?;,=22,955; P<<0,001) (TABELA 16).

Considerando-se isoladamente cada par mdie-filho incompativel,
verificou-se que nos pares O x A e O x B a freqiiéncia de recém-nascidos
ictéricos era significativamente maior quando comparada a do grupo de pares
compativeis (x%;,=18,617; P<<0,001 e x?%,=7,990; P<0,01, nos pares OxAeO
x B, respectivamente). Os demais pares agrupados nio diferiram do grupo de pares
compativeis quanto a freqiincia de recém-nascidos ictéricos (x%;,=2,014;

0,10<p<0,20) (TABELA 16).
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TABELA 16 - Freqiiéncia de recém-nascidos (RN) com e sem ictericia nos
pares mae-filho incompativeis e compativeis no sistema
ABO, eliminando-se os casos de deficiéncia de G6PD e de
incompatibilidade no sistema Rh

3 PAR RN CQM RN SEM TOTAL
MAE-FILHO ICTERICIA ICTERICIA
OxA 56 35 91
OxB 18 10 28
AxB 5 5 10
AxAB 4 5 9
BxA 8 6 14
B x AB 3 5 8
TODOS OS PARES
INCOMPATIVEIS 94 (58.8) 66 (41,2) 160
TODOS OS PARES
COMPATIVEIS 219 (37,6) 363 (62,4) 582
TOTAL 313 (42,2) 429 (57,8) 742

x2(1)=22,955; P<<0,001

Obs_: Entre parénteses est3o assinalados os valores em porcentagem e o x?
refere-se & comparagdo entre os pares compativeis e incompativeis

A partir das freqiiéncias génicas maternas calcularam-se as freqiiéncias
observadas e esperadas de recém-nascidos incompativeis com a mde no sistema
ABO. No grupo de mies "brancas” observou-se que, considerando-se os recém-
nascidos em geral, as freqiiéncias esperadas e observadas ndo apresentaram
diferengas significativas (x?;,=0; P=1,00) (TABELA 17). Contudo, entre os recém-
nascidos ictéricos, a freqiiéncia observada de recém-nascidos incompativeis no
sistema ABO diferiu significativamente da esperada devido ao maior numero de
mies O com filhos incompativeis (x%,,=6,433; P<0,02) (TABELA 17). Por outro
lado, entre os recém-nacidos ndo-ictéricos, a freqii€éncia observada de recém-
nascidos incompativeis no sistema ABO foi significativamente menor do que a

esperada (x?,,=5,406; P<0,05) (TABELA 19).
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No grupo de mées "ndo-brancas”, considerando-se os recém-nascidos
em geral, as freqiiéncias observadas e esperadas de recém-nascidos incompativeis
diferiram significativamente (x?,,=14,580; P<0,001) (TABELA 17), sendo a
diferenca ainda maior quando considerados apenas os  recém-nascidos
ictéricos (x*;=21,226; P<<0,001) (TABELA 18). Contudo, entre os ndo-ictéricos,
a diferenca entre as freqiiéncias observadas e esperadas de recém-nascidos
compativeis e incompativeis ndo foi significativa (X*1=1,201; 0,20<P<0,30)

(TABELA 19).

TABELA 17 - Comparagdo entre as freqiéncias observadas e esperadas de recém-
nascidos (RN) incompativeis e compativeis com a mae no sistema ABO,
discriminando-se o grupo de mies em "brancas” e "ndo-brancas”

MAES GRUPO RN FREQUENCIA ) G
SANGUINEO OBSERVADA  ESPERADA
o INCOMPATIVEIS 142 137.7
BRANCAS A INCOMPATIVEIS 28 28,0
B INCOMPATIVEIS 21 253 0,865N8
TOTAL INCOMPATIVEIS 191 191,0
TOTAL  COMPATIVEIS 740 740,0  ONS
NAO. (6] INCOMPATI:VEIS 28 17,0
BRANCAS A INCOMPATIVEIS 3 2.8
B INCOMPATIVEIS 8 2,8 16,789%+**
TOTAL INCOMPATIVEIS 39 22,6
TOTAL  COMPATIVEIS 84 1004 14,580+

NS = nio significativo; P>0,05 / *P<0.05 / **P<0,02 / ***P<0,01 / **** P<0,001
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TABELA 18 - Comparagiio entre as freqiiéncias observadas e esperadas de recém-
nascidos (RN) ictéricos incompativeis e compativeis com a mée no
sistema ABO, discriminando-se o grupo de mies em "brancas” e "ndo-

brancas"
MAES GRUPO RN FREQUENCIA X
SANGUINEO OBSERVADA ESPERADA
o INCOMPATIVEIS 82 57,5
BRANCAS A INCOMPATIVEIS 9 11,7
B INCOMPATIVEIS 9 10,6  11,304%**
TOTAL INCOMPATIVEIS 100 9,8
TOTAL COMPATIVEIS 289 309,2 6,433**
NAG. o INCOMPAHIVEIS 18 75
BRANCAS A INCOMPATIVEIS 1 1.2
B INCOMPATIVEIS 4 12 21,267%*%»
TOTAL INCOMPATIVEIS 23 9,9
TOTAL COMPATIVEIS 31 44,1 21,226****

* P<0,05/ ** P<0,02/ ***P<0,01/ ****P<0,00]

TABELA 19 - Comparagio entre as freqiiéncias observadas e esperadas de recém-
nascidos (RN) ndo-ictéricos incompativeis e compativeis com a mie no
sistema ABO, discriminando-se o grupo de maes em "brancas" e "ndo-

brancas"
MAES GRUPO RN FREQUENCIA X
SANGUINEO OBSERVADA ESPERADA
o) INCOMPATIVEIS 58 78,3
BRANCAS A INCOMPATIVEIS 18 15,9
B INCOMPATIVEIS 11 144  6,343%
TOTAL INCOMPATIVEIS 87 108,6
TOTAL COMPATIVEIS 442 4204  5,406*
0 INCOMPATIVEIS 10 9.4
NAO- A INCOMPATIVEIS 2 1.6
BRANCAS B INCOMPATIVEIS 4 15 26748
TOTAL INCOMPATIVEIS 16 12,5
TOTAL COMPATIVEIS 52 555  1,201NS

NS = nfo significativo; P>0,05/ * P<0,05/ **P<0,02/ ***P<0,01/ ****P<(0,001



Na TABELA 20 ¢ apresentada a freqiiéncia de recém-nascidos
ictéricos com e sem incompatibilidade ABO de acordo com a hora em que a ictericia
foi detectada, conforme registro em prontuario. Para a analise, os dados foram
agrupados em intervalos de igual ou menos de 24 horas, ( <24h), entre 24 ¢ 48
horas (>24 e <48h) e mais de 48 horas (>48h). Foram excluidos os recém-nascidos
com deficiéncia de G6PD e os incompativeis com a mde no sistema Rh. Houve

diferenga significativa entre os dois grupos de recém-nascidos (x%;=12,145;

P<0,01).

As freqiéncias de recém-nascidos ictéricos com € sem
incompatibilidade ABO ndo diferiram, considerando-se apenas os intervalos "entre
24 e 48 horas" e "mais de 48 horas"” (X2(1)=0,023; 0,80<P<0,90). Agrupando-se 0s
dados destes dois intervalos e comparando-se com as freqii€éncias do intervalo "igual
ou menos de 24 horas", constatou-se que a diferenga era altamente significativa
(szrr=10,444; P<0,01), devido a maior freqiiéncia de recém-nascidos com

incompatibilidade ABO com ictericia detectada as 24h de vida ou menos.

TABELA 20 - Distribui¢do da freqiiéncia de 208 recém-nascidos (RN)
ictéricos com e sem incompatibilidade ABO, excluindo-se
os casos de deficiéncia de G6PD e de incompatibilidade Rh,
de acordo com a hora de detecgdo da ictericia

RN ICTERICO HORAS DE DETECCAO DA ICTERICIA TOTAL
<24h >24e < 48h > 48h
No. (%) No. (%) No. (%)
Com incompatibilidade ABO 14 (17,1) 37(45.1) 31(37.8) 82
Sem incompatibilidade ABO 4 (32 65 (51,6) 57 (45,2) 126
TOTAL 18 102 88 208

2 = .
X22,=12,145, P<0,01
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4.2. Resultados do estudo caso-controle

Na TABELA 21 ¢ apresentada a composigdo do grupo de estudo
(recém-nascidos ictéricos incompativeis com a mde no sistema ABO), do grupo-
controle 1 (recém-nascidos ndo-ictéricos incompativeis) e do controle II (recém-
nascidos do grupo O, filhos de mdes O) quanto a cor da pele materna, grupo

sangiiineo e sexo do recém-nascido.

TABELA 21 - Composigdo dos grupos de estudo (recém-nascidos ictéricos
incompativeis), controle I  (recém-nascidos  ndo-ictéricos
incompativeis) e controle II (recém-nascidos do grupo O, filhos de
mie O) quanto ao tipo sangiiineo, sexo do recém-nascido e cor da
pele materna

MAE BRANCA  MAE NAO-BRANCA

GRUPO SEXO RN SEXO RN
GRUPO SANGUINEO M F M F TOTAL
RN
ESTUDO A 7 8 6 3
B 3 1 1 1 30
CONTROLE I A 6 5 1
B 1 0 2 17
CONTROLE Il ) 5 8 6 2 21

Os dados maternos e neonatais € os resultados dos exames

laboratoriais sio apresentados nas TABELAS 22, 23 e 24.



79

TABELA 22 - Dados maternos e neonatais e resultados dos exames clinicos e laboratoriais realizados em amostras de
sangue ¢ saliva das 30 mdes e recém-nascidos (RN) do grupo de estudo (RN ictéricos e com

incompatibilidade ABO)
FILHOS

CASO COR No. DE GES- PARIDADE ANTE- TRATAMENTO VACINACOES TRANSFUSOES SEXO PESO IDADE

No. MATERNA | TACOES RIORES RECENTES ANTERIORES RN RN GESTA-

COM ® CIONAL

ICTERICIA (dias)
1 Nio-branca 1 1 - - - - F 2.830 285
2 Nio-brancs 1 1 - - - - M 3.510 2838
3 Brancs 6 hj - - - - F 2.410 272
4 Branca 3 3 Sim Fototerapia - Sim M 3.020 280
b) Branca 4 4 Sim Banho de sol Anti-tetinica - F 3.600 288
6 Branca 4 4 Sim Banho de sol - - M 3.790 265
7 Nio-branca 4 3 Sim Fototerapia - - M 3.250 270
3 Nio-branca 2 2 Sim Banho de sol Anti-tetinica - F 3.570 288
9 Branca 2 2 - - - - K 3.338 288
10 Branca 1 1 - - - - M 3.010 275
11 Nio-brancs 3 2 - - - - F 2.720 283
12 Branca 1 1 - - - Sim ¥ 2.400 265
13 Branca 1 1 - - - - ¥ 2.780 280
14 Branca 1 1 - - Anti-tetinica - F 2.840 260
15 Branca 5* 6 Stm Fototerapis - - F 3.130 280
16 Branca 5 b Sim Banho de sol Anti-tetanica - M 3.460 280
17 Branca 2 2 Ignorsdo - - - F 2.500 263
13 Branca 6 h) - - Anti-totanica - M 3.090 288
19 Branca 2 2 Sim Banho de sol Anti-totanics - M 3.460 280
20 Branca 3 3 Sim Fototerapia - - M 3.000 270
21 Nio-brancs 1 1 - - - - M 3.530 285
22 Nio-brancs 3 3 Sim Banho de sol - - M 3.640 275
23 Branca 1 1 - - - - M 3.340 285
24 Nio-brancs 1 1 - - - - M 3.210 293
23 Nio-branca 4 3 Sim Banho de sol - - M 3.660 280
26 Nio-branca [ 4 - - - - F 2.790 268
27 Nio-branca 4 3 Sim Banho de sol Anti-tetinica Sim M 3.430 278
28 Branca 3 3 Sim Chs de picio banho de - - F 2.720 285
sol

29 Branca 3 3 - - - Sim M 2.880 272
30 Branca 2 2 Stm Fototerapia - - M 3.210 280

* ] parto gemelar




o
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(Continuagio)

TABELA 22 - Dados maternos e neonatais e resultados dos exames clinicos e laboratoriais realizados em amostras de sangue e saliva das
30 mdes e recém-nascidos (RN) do grupo de estudo (RN ictéricos e com incompatibilidade ABO)

CASO TS TS cp ELUICAO TITULO | ESCORE | TITULO | ESCORE | FORGCA | FENO- FENO- | HS/VIDAIC. | (HS/VIDA)BT (HS/VIDA) (HW/VIDA TRATAMENTO
Ne. (MAE) (RN) Ac Ac Ag TIPO TIPO TERICIA (mg%) MICROEMA- RETICULA
IMUNE IMUNE (RN) SECRE- | SECRE- TOCRITO (%) CITO (%)
(MAE) (RN) TOR TOR
MAE) | (RN)

1 O+ A + anti-A imune 1:2048 82 1:3 4 K} S¢ Se 13 (18)9,4 (18) 45 - Fototerapis
2 O+ A+ + anti-A imuac 1:256 37 1:3 4 31 8¢8¢ Se 20 (45) 146 (20) 38 - Fototerapia
3 O+ A+ + anti-A imune 1:2048 81 1:3 7 12 Se Se 6 (13)83 (23) 82 (16) 18,2 Fototerapia
4 O~ Bi—| | 1-1 - 1:32 22 - 0 30 Se Se 52 (101) 13,7 (101) 34/58 (101) 1,3 -

s O+ A+ + anti-A imune 1:256 33 11 [ 38 Se Se 24 (24) 18,6 (24) 58 (24) 8,3 Fototerspis
6 O+ A+ 4 aati-A imune 1:128 34 1:1 0 41 Se Se 36 (~48) 17,5 (62) 4347 (>48) 6,1 Fototerapis
7 O+ At ] anti-A imune 1:512 66 - 0 46 Se Se 21 (-48) 13,2 (30) 47/49 - Fototerapia
s O+ Ad = - 1:512 62 12 0 24 Se Se $2 (76) 10,1 (76) 54 - -

9 Ot A ' anti-A imune 1:256 42 - 0 37 Se Se 41 (45) 10,0 (45) s1 - -

10 [ A - - 1:128 0 0 6 Se Se 3l - - - -

11 [3] B+ - - 1:64 23 - 0 51 Se Se 18 (48) 9.6 (48) 56 - -

12 O+ A+ + anti-A imunc 1:256 43 1:1 0 34 Se Se 13 (39) 14,0 (35)33 (35) 8,1 Fototerapia
13 O+ A+ ] - 1:64 13 - 0 27 Se scse 2 (49) 6.8 (49) $7/58 - .

14 O+ Al-| + sati-A imuse 1:512 s7 1:16 6 31 Se Se 37 (42)7,3 (42) 56/87 - -

13 O+ Al—| + anti-A imune 1:512 63 18 4 29 Se Se 28 (39) 11,6 (33) 39 (33) 9,3 Fototerapia
16 O+ A+ - - 1:236 33 - 0 18 Se Se 70 - - - -

17 O+ A+ = - 1:236 36 - 0 19 Se Se 40 (67)9,0 (67) 48 - -

13 O+ B+ = - 1:16 12 - 0 53 Se Se 61 (63) 7,1 (63) 50 - -

19 O+ B+ — - 18 7 - 0 39 Se sese 36 (42) 6,5 (42) 48 - -

20 O+ A+ + anti-A imune 1:1024 k2] 14 2 3 Se Se 14 (14)9,0 (14) 58 (20) 3,5 Fototerapia

parcial

21 O+ B+ = - 1:16 15 - 0 43 Se Se 48 (48) 8,0 (48) 44 - -

22 [ A+ = - 1:1024 61 i:16 6 11 Se Se 18 (44) 10,3 (44) 47748 - -

23 O+ A= [ 1= - 1:512 68 - 0 13 Se Se 38 - - - -

24 O+ At + anti-A imune 1:1024 [5 1:3 7 39 Se Se 13 (41)9,3 (41) 53 (41) 10,8 Fototerapia
25 O+ A+ + anti-A imune 1:2048 93 1:64 19 23 Se Se ] (39) 16,2 (153) 37 (42) 9,5 Fototerapia
26 O+ A+ [—] - 1:32 17 14 2 [} sese Se 46 (59) 5,9 (39) 51/52 - -

27 O+ A+ + anti-A imuno 1:2048 63 1:32 3 33 Se Se 29 {(29) 11,4 (29) 43 - Fototerapia
28 O+ B+ + anti-B imune 1:512 53 1:32 11 44 e8¢ Se 31 (36) 6,0 (36) 54 - -

29 O+ A+ 4 anti-A imune 1:512 66 1.4 2 28 Se Se 60 . - - -

30 O+ A+ 1 - 1:236 26 1:2 0 10 Se sese 52 - - - -

TS = Tipagem sangiinca

CD - Teste de COOMBS dircto
Ac = Anticorpo

Ag = Antigénica

BT = Bilirrubina total




81

TABELA 23 - Dados maternos e neonatais ¢ resultados dos exames laboratoriais realizados em amostras de
sangue e de saliva das 17 mées e recém-nascidos (RN) do grupo controle I (RN ndo ictéricos e
com incompatibilidade ABO)

CASO COR No. DE GES- | PARI- FILHOS | TRATA- | VACINA- TRANS- SEXO | PESO | IDADE
No. MATERNA | TACOES DADE ANTE- MENTO OOmm RE- FUSOES RN RN GESTACIO-
RIORES CENTES ANTERIO- ® |NAL
COM RES (dias)
ICTE-
RICIA
1 Nio-branca 4 4 - - - Sim M 3.390 283
2 Branca i 1 - - anti-tetdnica - F 3.440 280
3 Nio-branca 3 3 - - - Sim F 2.980 285
4 Branca 1 1 - - - - F 2.840 280
5 Branca 1 1 - - anti-tetanica - F 3.080 280
6 Branca 4 4 - - - - F 3.120 285
7 Nio-branca 1 1 - - nfo lembra - M 3.640 285
8 Branca 2 1 - - - - M 2.940 270
9 Néo-branca 3 3 - - - - M 2.900 285
10 Branca 2 1 - - anti-tetinica - M 2.990 275
1! Branca 1 ] - - - - M 3.080 275
12 Branca 5 4 - - - - M 3.160 288
13 Branca 3 3 Sim Banho de - - M 3.440 293
sol
14 Branca 2 2 - - - - F 3.000 288
15 Branca 2 2 - - anti-tetanica - M 2.840 280
16 Branca 7 6 Sim Cha de - Sim M 2.910 280
picdo
17 Nio-branca 2 2 - - - F 2.580 275
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(Continuagdo)
TABELA 23 - Dados maternos € neonatais e resultados dos exames laboratoriais realizados em amostras de
sangue e de saliva das 17 maes e recém-nascidos (RN) do grupo controle I (RN ndo-ictéricos e
com incompatibilidade ABO)

CASO TS TS CD | ELUICAO | TITULO | ESCORE | TITULO | ESCORE | FORCA | FENOTIPO | FENOTIPO
No. (MAE) | (RN) Ac Ac Ag (RN) | SECRETOR | SECRETOR
IMUNE IMUNE (MAE) (RN)
(MAE) (RN)
1 O+ B+ + ant1-B 1:128 33 1:4 2 51 Se parcial sese
imune
2 O+ Al—] + anti-A 1:128 47 - 0 39 Se Se
imune
3 O+ A+ + anti-A 1:128 24 - 0 37 Se sese
imune
4 O+ A+ |—| - 1:64 27 1:1 () 11 Se Se
5 O+ A+ |—| - 1:128 21 il 0 8 Se Se
6 O+ A+ 1=l - 1:128 27 1:1 0 31 Se Se
7 O+ B+ 1—]| - 1:16 6 - () 41 Se Se
8 O+ A+ j—1 - 1:8 4 - 0 25 sese Se
9 O+ A+ || - 1:8 4 - 0 37 Se Se
10 O+ Al—| | | - 1:4 2 - 0 39 Se Se
11 O+ A+ —| - 1:32 17 - 0 13 sese sese
12 Ol—| Bj—| | |—] - 1:128 35 1:4 2 53 sese sese
13 O+ A+t + anti-A 1:256 60 - 0 36 Se Se
unune
14 O+ A+ —] - 1:128 49 1:8 4 11 Se Se
15 O+ A+ [—]| - 1:128 29 1:1 0 33 sese Se
16 O+ A+ + anti-A 1:512 65 1:4 2 27 Se sese
imune
17 O+ A+ |—] - 1:256 44 1:16 6 13 Se sese

TS = tipagem sangilinea

CD = teste de COOMBS direto

Ac = anticorpo
Ag = antigénica
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TABELA 24 - Dados maternos e neonatais e resultados dos exames laboratoriais realizados em amostras de
sangue e de saliva das 21 maes e recém-nascidos (RN) do grupo controle II (RN do grupo
O, filhos de médes do mesmo grupo)

CASO COR No. DE PARI- | FILHOS TRATA- VACINA- | TRANS- | SEXO | PESO IDADE
No. MATERNA | GESTA- | DADE | ANTE- MENTO | COES FUSOES | RN RN GESTA-
COES RIORES RECEN- | ANTE- (3] CIONAL
COM TES RIORES (dias)
ICTERICIA
1 Branca 6 5 - - - - M 3.400 287
2 Branca i 1 - - - - F 3.140 280
3 Branca 3 3 - - - - F 3.330 285
4 Nao-branca 1 1 - - Anti- - M 3.230 275
tetanica
5 Nio-branca 1 1 - - - - M 2.880 285
6 Nao-branca 2 2 - - - - M 3.010 280
7 Nio-branca 1 1 - - Anti- - M 3.710 292
tetanica
8 Nao-branca 2 2 - - Ignorado - M 3.580 288
9 Branca 2 1 - - - - M 3.000 275
10 Branca 2 1 - - - - M 3410 280
11 Branca 1 1 - - - - F 3.740 288
12 Nio-branca 3 3 - - - - F 3.540 278
13 Nao-branca 1 1 - - - - F 3.100 275
14 Branca 5 5 Sim Fototerapia Anti- - F 3.630 280
tetdnica
15 Branca 1 i - - - - F 3.200 280
16 Néo-branca 2 1 - - - - M 2.830 293
17 Branca 1 1 - - Anti- - F 3.200 288
tetanica
18 Branca 2 2 Sim Banho de - - M 3.070 288
picdo
19 Branca 3 3 Sim Fototerapia - Sim M 3.530 283
20 Branca 1 1 - - - - F 3.400 288
21 Branca b 4 Sim Banho de - - F 3.080 280
picdo e
foterapia
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(Continuagéo)

TABELA 24 - Dados maternos e neonatais e resultados dos exames laboratoriais realizados em amostras de sangue e de
saliva das 21 mdes e recém-nascidos (RN) do grupo controle II (RN do grupo O, filhos de mdes do mesmo

grupo)

CASO TS TS CD | ELUICAO Ac IMUNE (MAE) Ac IMUNE (RN) FORCA |[FENO- [|FENO-
No. A TIPO T

oue) | v & e o

TOR TOR
(MAE) |RN)
ANTI-A ANTI-B ANTI-A ANTL-B
TITULO | ESCORE | TITULO | ESCORE | TITULO | ESCORE | TITULO | ESCORE

1 O+ O+ =l - 1:1024 61 1:64 25 1:512 55 1:64 33 15 Se Se
2 O+ Ot |1 - 1:512 69 1:128 38 1:256 64 1:32 20 1 Se Se
3 O+ O+ |—i - 1:1024 61 1:8 7 1:256 47 1:8 4 8 Se Se
4 O+ O+ |-} - 1:4096 81 1:512 62 1:4096 67 1:256 39 8 Se Se
s O+ O+ f~1 - 1:128 38 1:16 9 1:128 27 1:4 2 6 Se Se
6 O+ O+ = - 1:1024 55 1:8 4 1:64 30 1:8 4 6 sese Se
7 O+ O+ ! - 1:1024 82 1:64 19 1:512 59 1:8 7 6 Se Se
8 O+ O+ el - 1:2048 79 1:16 12 1:256 53 1:16 9 6 sese sese
9 O+ O+ 1=l - 1:64 21 1,64 36 1:64 19 1:32 26 2 Se Se
10 O+ O+ |~} - 1:8192 82 1:256 45 1:8192 96 1:256 53 6 Se Se
11 O+ ol—| | I-l . 1:512 47 1:128 31 1:256 47 1:128 34 19 sese sese
12 O+ O+ |-t - 1:64 21 1:128 18 1:64 19 1:32 17 6 sese sese
13 O+ o|-| { I-I - 1:256 47 1:16 9 1:256 37 1:16 6 16 Se Se
14 O+ O+ =1 - 1:8 4 1:256 43 1:8 7 1:128 43 4 Se Se
15 O+ O+ =1 - 1:32 8 1:32 17 1:32 14 1:16 15 19 Se Se
16 O+ ol—| | I-l - 1:512 64 1:256 45 1:512 60 1:128 4} 6 Se Se
17 O+ o|—| | I-! - 1:32 20 1:64 27 1:32 14 1:32 11 4 Se Se
18 O+ O+ -1 - 1:256 46 1:128 48 1:128 41 1:128 39 6 Se Se
19 O+ O+ |-} - 1:1024 60 1:32 14 1:512 52 1:32 17 4 Se Se
20 O+ O+ =1 - 1:2048 77 1:128 36 1:1024 63 1:64 30 6 Se Se
21 O+ oj—| { I-I - 1:512 62 1:256 49 1:256 53 1:256 47 2 sese Se

TS =tipagem sangiiinea
CD =teste de COOMBS
Ac = anticorpo
Ag = antigénica
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4.2.1. Paridade e abortos anteriores

No grupo de estudo, 9(30%) das mées eram primigestas, ndo havendo
diferengas significativas em relagdo ao grupo-controle I e II, onde 5(29,4%)
e 9(42,9%) eram primigestas, respectivamente (x?,=1,109; P=0,57).

Foram relatados abortos em gestagdes anteriores por 7(23,3%) das
mies do grupo de estudo, 4(23,5%) das mutheres do grupo-controle I e 5(23,8%) das
mies do grupo-controle II. Os grupos também ndo diferiram quanto ao antecedente

de abortos (x?,,=0,002; P>0,95).

4.2.2. Filhos anteriores com ictericia neonatal

No grupo de estudo, 14 mies (46,7%) tiveram filhos anteriores com
ictericia neonatal, sendo que 5-(35,7%) referiram que tiveram filhos submetidos a
fototerapia. No grupo-controle I, apenas duas mies (11,8%) tiveram filhos
anteriores com ictericia no periodo neonatal ¢ em nenhum caso foi realizada a
fototerapia. No controle II, quatro mies (19,1%) tiveram filhos anteriores com
ictericia e somente uma teve filhos submetidos a fototerapia. A diferenga so foi
significativa quando comparado o grupo de estudo com o grupo-controle I

(X2er=4.791; P=0,03).

4.2.3. Transfusoes sangiiineas anteriores

Nio houve diferenga significativa entre os grupos estudados quanto a

freqiiéncia de transfusdes sangiiineas anteriores, que foram relatadas por 4(13,3%)



das mdes do grupo de estudo, 3(17,6%) do grupo-controle 1 e 1(4,8%) do grupo-
controle II (x?,,=1,630; P=0,44).

4.2.4. Vacinacoes recentes

A freqiiéncia de mies que receberam vacinas durante o periodo pré-
natal, nos trés grupos, ndo foi significativamente diferente, tendo sido vacinadas
7(23,3%) das maes do grupo de estudo, 4(23,5%) do grupo-controle I e 5(23,8%) do
grupo-controle II (x?,,=0,002; P>0,95). No grupo-controle II, duas maes ndo sabiam

referir o tipo da vacina; nos demais casos, tratava-se da vacina antitetanica.

4.2.5. Cor da pele das mies

No grupo de estudo, 19(63,3%) mies e no grupo-controle 1 e II
12(70,6%) e 13(61,9%), respectivamente, foram classificadas como "brancas". As
demais foram consideradas "ndo-brancas". Ndo houve diferengas significativas

entre os trés grupos (x?,,=0,354; P=0,84).

4.2.6. Sexo dos recém-nascidos

A razdo de sexo for de 131:100; 143:100; 110:100 nos grupos de
estudo, controle I e controle II, respectivamente, ndo havendo diferenga significativa

entre 0s trés grupos (x?,,=0,172; P=0,92).
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4.2.7. Peso e idade gestacional dos recém-nascidos

Todos os recém-nascidos eram nascidos a termo e com peso adequado
para a idade gestacional. No grupo de estudo, a idade gestacional variou de 260 a
293 dias (X=278,37, DP=8,55) e o peso, de 2.400g a 3.790g (X=3.138,93;
DP=392,26). No grupo-controle I, a idade gestacional foi de 270 a 293 dias
(X=281,59; DP=5,80) ¢ o peso ao nascer foi 2.580g a 3.640g (X=3.078,24;
DP=267,80). No grupo-controle II, a variagdo da idade gestacional foi de 275 a 293
dias (X=283,24: DP=5.48) e do peso, de 2.830g a 3.740g (X=3.286,19;
DP=269.42). Ndo houve diferenga significativa entre os grupos quanto a idade
gestacional e ao peso (H=3,802; P=0,15 e F=2,097; P=0,13, respectivamente).

4.2.8. Resultado do teste de COOMBS direto e eluicao

O teste de COOMBS direto (CD) foi positivo em 16 casos (53,3%) no
grupo de estudo e em cinco casos (29,4%) do grupo-controle I. No grupo-controle II,
em todos os casos o teste de COOMBS direto foi negativo. No grupo de estudo, em
15 casos o anticorpo eluido foi o anti-A e em um caso, o anti-B. No grupo-controle
I, em quatro casos foi eluido o anticorpo anti-A e em um caso, O anticorpo
anti-B. A diferenca entre os grupos de estudo e controle 1 ndo foi
significativa (x%,,=2,512; P=0,11).

Vale salientar que, na amostra inicial de 1.235 pares mées-filhos, o CD
foi positivo em 71 casos (5,7%), considerando-se o total de recém-nascidos, e em 63
casos (23,7%) levando-se em conta apenas os recém-nascidos incompativeis no

sistema ABO.
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A eluigdo realizada nos casos de CD positivo foi negativa em apenas
uma amostra. Em 54 casos (76,1%) o anticorpo eluido foi o anti-A (em duas
amostras, além do anticorpo anti-A, foi eluido o anticorpo anti-D); em oito casos
(11,3%) foi eluido o anticorpo anti-B (em um caso foi eluido também o anti-D) e
nos oito casos restantes (11,3%) os anticorpos eluidos foram anti-D (cinco casos);

ou anti-D e anti-G (um caso); ou anti-D e anti-C (um caso) ou anti-C (um caso).

4.2.9. Dosagem de bilirrubina total, valor de microematécrito e contagem de
reticuldcitos

Em 25 recém-nascidos do grupo de estudo foram realizadas dosagens
de bilirrubina total e microematdcrito. O valor de bilirrubina total variou de 5,90 a
18,62mg% (X=10,54; DP=3,59). Quando havia mais de uma dosagem de
bilirrubina, considerou-se para a analise a de valor mais elevado. A manifestagdo de
ictericia clinica esta relacionada, segundo VOAK (1969), a niveis de bilirrubina

total 1guais ou maiores que Smg%.

O microematocrito variou de 37 a 58% (X=49,46; DP=6,10). Nos
casos onde foram realizados mais de um exame, considerou-se o resultado de menor
porcentual. Foram considerados como normais os resultados entre 40 e 65%,
conforme protocolo do Servigo de Neonatologia do CAISM, de acordo com a hora

de vida dos recém-nascidos.

A contagem de reticuldcitos efetuada em nove recém-nascidos variou
de 1,3 a 182% (X=8,4; DP=4,79). Foram considerados normais os valores
inferiores a 8 - 10% e os superiores a 1 - 2% (BLANCHETTE, & ZIPURSKY,

1984), de acordo com a hora de vida dos recém-nascidos.
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4.2.10. Fototerapia

Entre os recém-nascidos do grupo de estudo, 12 foram submetidos
a fototerapia. Todos os recém-nascidos submetidos a fototerapia eram do grupo

sangiiineo A.

Dentre os recém-nascidos submetidos a fototerapia, nove tiveram o
aparecimento de ictericia dentro das primeiras 24 horas de vida. Os trés restantes

desenvolveram ictericia entre 24 e 36 horas de vida.

4.2.11. Forca antigénica

A analise comparativa entre o grupo de estudo e os grupos-controles
realizada através do teste ndo-paramétrico de WILCOXON para dois grupos
mostrou que a forga antigénica das hemaécias fetais ndo diferiu entre o grupo de
estudo e o grupo-controle I (hemdcias do grupo A: Z=0,121; P=0,90 e hemdcias
do grupo B: Z=0,775; P=0,44).

Contudo, a forga antigénica variou significativamente de acordo com o
grupo sangiiineo ABO, sendo maior no grupo B, intermediaria no grupo A e menor
no grupo O (hemdcias A e B: Z=3,947; P=7,9 x 105; hemdcias A e O: Z=5,359;
P=8.,37 x 108 e hemacias B e O: Z=4,277;, P=1,90 x 10-5).

Os escores da forga antigénica das hemacias fetais segundo o grupo

sangiiineo do sistema ABO sio apresentados nas TABELAS 22,23 e 24.

O escore médio ¢ o desvio-padrdo das hemacias fetais dos 38 recém-
nascidos do grupo A foram de 2590 = 11,38 (grupo de estudo: X=26,00;
DP=11,28; grupo-controle I X=2571; DP=11,98); entre os nove recém-nascidos



do grupo B foram de 45+ 7,76 (grupo de estudo: X=43,33; DP=836; grupo-
controle I. 48,33; DP=6,43) e dos 21 recém-nascidos do grupo O foram de 7,90
5,10.

Por outro lado, o escore médio das hemacias de adultos testadas para a
selegdo de hemacias-padrdes foi como se segue, onde N € o numero de 1individuos

cujas hemacias foram examinadas:
hemacias A,, N=8, X=43,75 + 1,39
hemacias A,, N=2, escore=27/28
hemacias B, N=2_ escore=45/51

hemacias O, N=5, X=35+ 5,74

O escore médio das hemacias fetais do grupo A diferiu
significativamente do escore médio das hemacias A, adultas (Z=4,159,
P=3,20x10-) e foi semelhante ao das hemacias A, adultas. J4 o escore médio das
hemacias fetais do grupo B foi similar ao das hemacias B adultas. As hemacias fetais
do grupo O, por sua vez, tinham um escore médio significativamente menor do que

as hemacias O adultas (Z=3,416; P=6,36 x 10-).

4.2.12. Titulo do anticorpo imune

Quanto aos escores de titulos de anticorpos imunes na circulagdo
materna ¢ fetal, a fim de tornar comparaveis os dados, considerou-se o titulo de 1:4

em diante na pontuagio do escore, conforme descrito no ANEXO 10.

Em geral, os recém-nascidos incompativeis apresentaram titulos mais

baixos do que as mies. Mesmo considerando-se as dilui¢des de 1:1 e 1:2 em 40%
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dos casos do grupo de estudo e 47,1% dos casos do grupo-controle I, o anticorpo

imune ndo foi identificado no plasma fetal.

Tanto no grupo de estudo como no grupo-controle I os escores do
titulo de anticorpo imune no soro materno foram significativamente maiores do que

no plasma fetal (Z=4,782; P=1,73x10-6 e Z=3,621; P=2,93x10, respectivamente).

Os 21 recém-nascidos do grupo O, filhos de méies O, apresentaram
titulos de anticorpos imunes com escores em geral inferiores aos maternos, tanto em
relagio ao anticorpo anti-A (Z=2,989; P=2,8x10-3) quanto ao anticorpo anti-B
(Z=2,450, P=1,43x102).

Comparando-se os escores dos titulos de anticorpos imunes no plasma
fetal do grupo de estudo com os do grupo-controle 1, ndo verificou-se diferenga

significativa (anti-A: Z=1,604; P=0,11; anti-B: Z=0,904; P=0,37).

O escore do titulo de anticorpo anti-A imune no soro materno foi
significativamente mais baixo no grupo incompativel sem ictericia (controle I),
apresentando diferengas significativas na comparagdo com o grupo de estudo
(Z=2,981; P=2,88x103) e o grupo-controle II (Z=2,408; P=1,61x10-2). Os escores
dos titulos de anti-A entre os grupos de estudo e controle II ndo apresentaram

diferengas estatisticamente significativas (Z=0,148; P=0,88).

O escore do titulo de anti-B imune na circulagdo materna nao diferiu

entre os grupos de estudo e controle 1 (Z=0,258; P=0,80).

E interessante notar que no grupo-controle II, tanto no plasma fetal
como no soro materno, os escores dos titulos de anti-A foram significativamente
mais elevados que os de anti-B (Z=3,069; P=2,15x103 e Z=3,144; P=1,66x10-3, no

plasma fetal e soro materno, respectivamente).
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4.2.13. Fendtipos do sistema secretor

Na analise dos fenotipos do sistema secretor, os individuos "brancos” e
"ndo-brancos" foram agrupados, uma vez que as freqii€ncias fenotipicas entre
eles ndo apresentavam diferencas significativas (X2,,=0,254; P=0,61, entre as

maées e x2,,=0,074; P=0,79, entre os recém-nascidos).

Foram eliminados dois pares mie-filho do grupo de estudo. Em um
caso, por ndo ter sido possivel a confirmagdo do fendtipo materno como secretor
parcial, através do exame de nova amostra de saliva; em outro caso, pela quantidade
insuficiente de saliva do recém-nascido para realizar o teste quantitativo (o recém-
nascido demonstrou ser secretor pelo teste qualitativo). No grupo-controle 1 foi
também eliminado um par mie-filho devido a impossibilidade de confirmagdo do

fenotipo secretor da mie (secretor parcial).

As comparag¢des entre os grupos de estudo e controle I e II ndo
revelaram diferengas significativas nas freqiiéncias fenotipicas entre as mies ou
entre os recém-nascidos (grupo de estudo x grupo-controle 1. mades: x2_,,=0,669;
P=0,41; recém-nascidos: x2.,,=1,671; P=0,20; grupo de estudo x grupo-controle
I: maes: x2,,,=0,700; P=0,40; recém-nascidos: x2,,,,=0,004; P=0,95; grupo-controle
I x grupo-controle II: mdes: x2 . .=0,092; P=0,76; recém-nascidos: x?.,=0,704;

P=0.40).

Na TABELA 25 s3o apresentadas as freqiiéncias das mées e recém-

nascidos secretores e ndo-secretores de cada grupo (estudo ou controle).
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TABELA 25 - Distribuigdo das 65 mées e recém-nascidos (RN) de acordo
com o fenotipo do sistema secretor

GRUPO FENOTIPO TOTAL
SECRETOR NAO-SECRETOR

No. (%) No. (%)

ESTUDO MAES 25 (89.3) 3 (10.7)
RN 25 (89,3) 3 (10,7) 28

CONTROLE ! MAES 12 (75.0) 4 (25.0)
RN 11 (68.8) 5 (31.2) 16

CONTROLE II MAES 16 (76,2) 5 (23,8)
RN 18 (85,7) 3 (14.3) 21

A analise da correlagdo entre a ocorréncia de ictericia neonatal e a
forga antigénica das hemacias fetais, o titulo de anticorpo imune no plasma do
recém-nascido e no soro da mie e o fenotipo secretor do recém-nascido e da mie
demonstrou  s60 haver correlagdo significativa (r=0,381; P<0,05) entre a

manifestagdo de ictericia e o titulo do anticorpo no soro matemo.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A amostra de mfes e recém-nascidos estudada provinha de uma

populagdo em equilibrio de HARDY & WEINBERG.

As freqiiéncias génicas do sistema ABO das mées "brancas” e dos seus
filhos ndo diferiram entre si. Contudo, a analise dos pares mées-filhos mostrou um
excesso de pares AXA e BxB e uma falta de pares AxO e BxO. Os dados ndo
permitiam outras analises, pois a tipagem sangiiinea paterna era desconhecida.
Porém, deve-se alertar para a possibilidade de contaminagdo da amostra de sangue
do corddo com o sangue materno pela ndo observagdo da técnica correta de coleta

(pungdo de veia umbilical em ponto distante da inser¢@o do corddo).

Quando os recém-nascidos filhos de maes "brancas" foram
discriminados em ictéricos e ndo-ictéricos, as freqiiéncias génicas do sistema ABO
dos recém-nascidos ictéricos ndo se encontravam em equilibrio de HARDY &
WEINBERG, devido a um excesso de genes A. Além disso, eliminando-se os casos
de incompatibilidade Rh e de deficiéncia em G6PD entre os recém-nascidos
ictéricos, havia um excesso de recém-nascidos incompativeis, fithos de maes O (a
freqiiéncia observada foi maior do que a esperada), o que evidencia a relagdo da

incompatibilidade ABO com o aparecimento da ictericia neonatal.

Considerando-se o grupo de mdes "ndo-brancas" e seus filhos, a
analise dos dados igualmente confirmou a associagdo da incompatibilidade ABO
com a ictericia neonatal. Todavia, alguns achados, como o fato das freqii€éncias
génicas do sistema ABO das mdes e seus filhos diferirem entre si, dos recém-
nascidos ndo-ictéricos nio estarem em equilibrio de HARDY & WEINBERG e da

freqiiéncia observada de recém-nascidos incompativeis em geral (ictéricos € ndo-



ictéricos) diferir da freqiiéncia esperada, falam a favor da miscigenagdo com o
aumento de genes A e B (principalmente de genes A) de origem paterna entre os

filhos.

Devido a prevengdo dea isoimunizagdo materna pelo fator Rh com o
uso de imunoglobulina anti-Rh e pela menor exposigdo dos recém-nascidos
deficientes em G6PD a fatores que desencadeiam a hemolise (e.g., uso de vitamina
K, natural ao invés da vitamina K sintética), é de se esperar que a incompatibilidade
materno-fetal pelo sistema ABO evidencie-se ainda mais como causa de ictericia

neonatal e de DHRN.

De fato ndo foi encontrada uma incidéncia maior de ictericia neonatal
em relagdo a amostra em geral, considerando-se isoladamente os casos de
mcompatibilidade Rh e de deficiéncia de G6PD. Estes achados parecem divergir
dos resultados obtidos por alguns autores, onde se demonstrou que a deficiéncia de
G6PD ¢ uma causa importante de ictericia neonatal (MADAN & SOOD, 1987;
GARLIPP, 1987; GARLIPP & RAMALHO, 1988 ¢ OWA et al., 1991).

Ha muito tempo sabe-se que ha associagdo etiologica entre algumas
variantes de G6PD, como a variante Mediterranea e Cantdo, que causam deficiéncia
grave de G6PD e a ictericia neonatal; contudo, entre os recém-nascidos negroides,
que apresentam a variante africana de G6PD, os dados da literatura sdo

contraditorios.

No Brasil, os resultados das investiga¢des realizadas em Sdo Paulo e
na Bahia sio discordantes. Provavelmente isso se deve ao emprego de diferentes
critérios para a classificagdo dos recém-nascidos em ictéricos e ndo-ictéricos e as

diferentes metodologias de investigagdo da deficiéncia de G6PD (AZEVEDO &
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AZEVEDO, 1974; RAMALHO, 1981; RIVERO e al., 1981; PAIXAO et al.,
1986 ¢ GARLIPP, 1987).

GARLIPP (1987), no mesmo Hospital-Escola onde se desenvolveu o
nosso estudo, encontrou uma associagdo da variante africana de G6PD com a
ictericia neonatal moderada (definida por ela como a que requer dosagem de
bilirrubinas e fototerapia). Ndo houve associagdo com a ictericia leve (que requer
apenas observagdo), e na amostra ndo houve casos de ictericia neonatal grave (que

exige exsangiiinitransfusio).

No nosso estudo, apenas um recém-nascido deficiente em G6PD
desenvolveu a forma moderada da doenga, como definida por GARLIPP (1987). Os
demais casos foram todos da forma leve, o que ndo permitiu a analise de acordo com

o grau de gravidade da ictericia neonatal.

O fato de existir igual namero de meninos e de meninas entre 0s
recém-nascidos classificados como deficientes pela quantificagdo de G6PD

provavelmente se deva a inclusdo de meninas heterozigotas neste grupo.

Como em somente dez casos foi eluido o anticorpo anti-D das
hemacias fetais, a incompatibilidade Rh ndo foi um fator importante para o

desenvolvimento de ictericia neonatal na amostra estudada.

Por outro lado, os achados confirmaram a afirmagdo feita por outros
autores, de que a incompatibilidade materno-fetal no sistema ABO ¢ freqgiiente e ¢
causa de ictericia neonatal principalmente entre os pares O x A ¢ O x B
(ZUELZER & KAPLAN, 1954a,b; ROSENFIELD, 1955; GRUNDBACHER,
1965; COOK, 1982 ¢ MADAN & SOOD, 1987).
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E interessante notar que, embora a incompatibilidade ABO estivesse
associada a uma maior freqiiéncia de ictericia nas primeiras 24 horas de vida, dentre
os 12 recém-nascidos do grupo de estudo submetidos a fototerapia, 3 (25%)
desenvolveram ictericia apos este periodo (entre 24 e 36 horas de vida). Ainda que
nestes casos a identificag@o da ictericia possa ter sido tardia, isto €, sO foi percebida
horas apds o seu aparecimento, ndo se pode descartar a possibilidade da
manifesta¢do clinica da ictericia ou mesmo da DHRN apos as primeiras 24 horas de
vida, uma vez que o pico de bilirrubina geralmente ocorre por volta do terceiro ou
quarto dia de wida, segundo VOAK & BOWLEY (1969). Portanto, ¢
desaconselhavel a alta precoce sem acompanhamento domiciliar nos casos de

incompatibilidade materno-fetal no sistema ABO.

Verificou-se que os grupos de estudo e controle I diferiram em relagao
a historia de filhos anteriores com ictericia neonatal e quanto ao titulo de anti-A
imune na circulagdo materna. No grupo de estudo, o anticorpo materno foi
encontrado em niveis mais elevados e havia um maior nimero de mulheres com
filhos anteriores que desenvolveram ictericia neonatal. E interessante notar que
no grupo-controle I trés maes apresentaram niveis elevados de anticorpo imune

= 1:256) e, destas, apenas uma ndo tinha filhos anteriores com ictericia neonatal.

Em relagdo aos niveis de anticorpos imunes maternos no plasma fetal
dos recém-nascidos do grupo A e B, os titulos baixos podem ser explicados pela
ligagdo com substancias grupo-especificas e hemacias (VOAK, 1969). Quantos aos
recém-nascidos do grupo O, os niveis mais baixos de anticorpos anti-A e anti-B em
relagdo aos titulos maternos também foram observados por outros autores como
RACCA et al. (1988). Este achado talvez indique a passagem seletiva de parte da
IgG produzida pela mae.



Observou-se que o grupo de recém-nascidos incompativeis ictéricos
(grupo de estudo) diferiu do grupo de recém-nascidos incompativeis néo-ictéricos
(grupo-controle I) apenas em relagio aos titulos de anti-A. Além disso, as mées e
recém-nascidos do grupo-controle II (pares OxO) apresentaram titulos mais
elevados de anti-A. Este achado esta de acordo com o fato da DHRN do sistema
ABO ser mais freqiiente entre os recém-nascidos do grupo A (CLIFFORD et al,,
1968 ¢ FARRELL, 1970) e com a observagdo feita por alguns autores de que o
antigeno A suscita titulos mais elevados de anticorpos imunes do que o antigeno B

(PENALVA DA SILVA, 1975 e BEIGUELMAN, 1983).

Entretanto, embora os titulos de anti-B ndo tenham diferido entre o
grupo de estudo e controle I, ndo se pode descartar a possibilidade da atividade

bioldgica do anticorpo anti-B ser diferente entre os dois grupos.

E importante comentar que a utilizagio de escores para a determinagdo
do titulo é mais adequada porque, segundo MARSH (1972), reduz a subjetividade e
permite mais facilmente a analise e a correlagdo entre dados de diferentes
laboratorios. Infelizmmente, na literatura especifica, os trabalhos mais abrangentes e
similares s3o anteriores aos de MARSH (1972) e, portanto, ndo utilizaram o sistema

de escores.

Apesar da freqiiéncia do teste de COOMBS direto positivo ndo ter
diferido entre os dois grupos (estudo e controle I), ele foi positivo em mais de 50%
dos casos do grupo de recém-nascidos incompativeis ictéricos. Portanto, este teste
discrimina razoavelmente bem os recém-nascidos com maior risco de desenvolver
ictericia neonatal, a0 que concordam autores como CLIFFORD er al (1968);
ALTER et al. (1969); ORZALESI et al. (1973) e CARAPELLA et al. (1982).
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A freqiiéncia de 23,7% de resultados positivos do teste de COOMBS
direto entre os casos de incompatibilidade ABO é comparavel com a observada por
outros autores como ORZALEZI et al. (1973) (31,4%); WHITE & GRAHAN
(1981) (25,4%); QUINN et al. (1988b) (33,0%) e BEL COMOS et al. (1991)
(11,3%).

Como a eluigdo so6 foi realizada nos casos com teste de COOMBS
direto positivo, a freqiiéncia observada de eluigdo positiva foi provavelmente
subestimada, uma vez que é possivel a eluigdo de anticorpos anti-A e anti-B aderidos
as hemacias fetais, mesmo nos casos em que o teste de COOMBS direto ¢é negativo

(VOAK & BOWLEY, 1969 ¢ DESJARDINS et al., 1979).

O fato da forga antigénica das hemacias fetais ndo diferir entre os
grupos de recém-nascidos incompativeis com e sem ictericia apoia a proposigdo feita
inicialmente por SMITH (1945) e ZUELZER & KAPLAN (1954a), de que o
principal estimulo antigénico seria a absor¢do de substdncias grupo-especificas
hidrossoluveis e de que o antigeno eritrocitario seria menos efetivo para estimular a
produg@o de anticorpos anti-A ou anti-B. Reforga ainda mais esta proposigdo o fato
de que apenas uma mie com recém-nascido do grupo B apresentou niveis de
anticorpo imune acima de 1:256 e, no entanto, a forga antigénica das hemacias fetais

do grupo B foi similar a das hemacias adultas.

A maior forga antigénica das hemacias fetais do grupo B pode ser
também observada nos dados do estudo de VOAK (1969), onde apenas cerca de
18% das hemacias dos recém-nascidos do grupo B tinham forga antigénica menor do
que as hemacias B adultas, ao passo que 94% das hemacias fetais do grupo A

apresentavam forga antigénica igual ou menor do que as hemacias A, adultas.
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Apesar de haver vanabilidade da forga antigénica das hemacias entre
os recém-nascidos e em virtude da casuistica ser pequena, os dados sugerem que,
embora a forga antigénica das hemacias fetais do grupo A e O seja menor do que a

de individuos adultos, 0 mesmo ndo ocorre com as hemacias do grupo B.

Na literatura, os trabalhos sobre forga antigénica das hemacias fetais
utilizaram diferentes metodologias (KEMP, 1930; TOVEY, 1945; WITEBSKY &
ENGASSER, 1949; GRUNDBACHER, 1964, 1965a,b ¢ 1980; FISHER &
STEGE, 1967 ¢ VOAK, 1969), ¢ algumas investigagdes restringiram-se apenas as
hemacias do grupo A (WITEBSKY & ENGASSER, 1949 ¢ GRUNDBACHER,
1964 e 1965a,b).

A forga antigénica das hemacias fetais B, sendo similar a das hemacias
adultas, poderia explicar o fato de alguns autores, como CLIFFORD et al. (1968),
FARRELL (1970) e DELAPORTE et al. (1984), terem observado que a DHRN
no sistema ABO ¢ mais grave entre os recém-nascidos do grupo B, ainda que seja

mais freqiiente entre os recém-nascidos do grupo A.

Quanto ao sistema secretor, a freqiiéncia de mées e recém-nascidos
nio-secretores no grupo de estudo (10,71%), mesmo sendo menor do que a do grupo
controle I, ndo diferiu significativamente. Coincidentemente, a freqiiéncia observada
foi idéntica a refennda por ZUELZER & KAPLAN (1954b) em seu estudo, que
apresentou 0 mesmo numero amostral (28 recém-nascidos). Outros autores como
WIENER et al. (1949) (15 recém-nascidos); CRAWFORD et al. (1953) (11 recém-
nascidos), WIENER et al. (1960) (58 recém-nascidos) e VOAK (1969) (30 recém-
nascidos) observaram um leve excesso de criangas € de pais secretores entre os

casos de DHRN do sistema ABO. Ja GRUNDBACHER (1965a) (41 recém-
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nascidos) ndo encontrou diferencgas nas freqiiéncias de recém-nascidos secretores e

ndo-secretores entre os recém-nascidos com DHRN do sistema ABO.

Em todos os estudos, o tamanho amostral é pequeno. Todavia, se ndo
sdo conclusivos, a0 menos evidenciam que o estado secretor ndo ¢ um fator de
protegdo como inicialmente supunham BOORMAN & DODD (1943) e LEVINE
(apud WIENER et al., 1960).

Quanto a técnica utilizada para a obtengdo da saliva do recém-nascido
(aspiragdo), esta mostrou-se adequada e de facil realizagdo. Comumente a coleta é
realizada oferecendo-se pequenos chumagos de algoddo a crianga, para que ela
sugue. Depois, os chumagos sdo espremidos dentro de um tubo de ensaio contendo
soro fisiologico. Na técnica de coleta por aspiragdo, além da quantidade de saliva ser

maior, porque ela ndo precisa ser extraida do algodio, a saliva ndo ¢ diluida.

Finalizando, caso os dados referentes a ictericia neonatal estejam
subestimados, ou por falha de registro ou porque o aparecimento da ictericia
ocorreu apos a alta hospitalar, isso apenas ressalta ainda mais a importancia da

incompatibilidade ABO como causa de ictericia neonatal.

Deve-se, portanto, controlar, rigorosamente o0s recém-nascidos
incompativeis com a mae no sistema ABO, principalmente no caso de par OxA ou
OxB. Tanto a equipe médica como a equipe de Enfermagem devem estar atentas
para a identificag@o precoce da ictericia, a fim de que sejam, de imediato, tomadas

outras medidas, tais como dosagem de bilirrubinas e se necessario, fototerapia.

Como a DHRN do sistema ABO ndo pode ser prevenida, ja que a
mulher pode ser imunizada por outros fatores que ndo a gestagdo ou transfusio, €

importante a identificagdo dos grupos de recém-nascidos com maior risco de
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desenvolvimento da DHRN para que as medidas terapéuticas sejam iniciadas o mais

precocemente possivel, evitando-se, com isso, as exsangiiinitransfusdes.

O nosso estudo oferece uma contribuigdo nesse sentido. A comparagdo
entre os grupos de estudo e controles evidenciou indicadores importantes de risco da
DHRN, como o resultado positivo do teste de COOMBS direto, o titulo elevado de
anticorpo imune na circulagdo materna e a historia de fithos anteriores com ictericia

neonatal.

Seria interessante o desenvolvimento de estudos levando-se em conta
os alétipos ou pelo menos as subclasses de IgG, a fim de se identificar quais
estariam associadas com a DHRN, uma vez que mesmo em presenga de titulos
elevados de IgG na circulagdo materna observou-se que em alguns casos nao ocorreu

ictericia.

Quanto aos outros dois fatores analisados no grupo de estudo e
controles, a saber, a for¢a antigénica das hemacias fetais e os fenétipos do sistema
secretor, estes ndo sdo relevantes para o desenvolvimento da ictericia neonatal.
Porém, foram obtidos achados interessantes que ndo foram valorizados por outros
autores, como VOAK (1969), como o fato de que as hemaécias do grupo B tém forga
antigénica comparavel com as hemadcias adultas, o mesmo nio ocorrendo com as
hemacias do grupo A e O. Assim, os resultados dos estudos envolvendo hemacias
apenas do grupo A ndo sdo aplicaveis as hemacias do grupo B. Estudos mais amplos
poderiam verificar também se ha uma maior incidéncia de recém-nascidos do
grupo B entre os casos graves da DHRN do sistema ABO, uma vez que os dados da

literatura sio contraditorios.
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6. CONCLUSOES

6.1. A amostra estudada encontrava-se em equilibrio de HARDY &
WEINBERG.

6.2. A incompatibilidade ABO esta altamente relacionada com a
ictericia neonatal, principalmente nos casos em que esta ocorre nas primeiras 24

horas de vida.

6.3. As freqiiéncias esperadas e observadas de recém-nascidos
incompativeis no grupo de criangas ictéricas diferiram significativamente, e esta
diferenga foi devido ao maior numero observado de recém-nascidos incompativeis,

filhos de maes O.

6.4. Nos casos de incompatibilidade ABO é desaconselhavel a alta

precoce, com 24 horas de vida, visto que a ictericia pode surgir apds este tempo.

6.5. O resultado positivo do teste de COOMBS, o titulo elevado de
anticorpos na circulagdo materna e a histoéria de filhos anteriores com ictericia
neonatal devem ser considerados na discriminagdo dos grupos de maior risco de

desenvolvimento de ictericia devido a incompatibilidade ABO.

6.6. Na nossa amostra a forga antigénica das hemacias fetais e o estado
secretor do recém-nascido, ndo alteraram o desenvolvimento de ictericia neonatal

nos casos de incompatibilidade ABO.
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7. RESUMO

Foram estudados 1.235 pares mae-filho para verificar a relagdo da
incompatibilidade ABO com a incidéncia da ictericia neonatal. A partir desta
amostra foram selecionados 68 pares mae-filho em que a mée era do grupo O, os
quais compuseram o grupo de estudo (recém-nascidos A e B que desenvolveram
ictericia) e os dois grupos-controles. Os trés grupos foram comparados através de
dados maternos e neonatais e achados laboratoriais, especialmente em relagdo a
for¢a antigénica das hemacias fetais, titulo de anticorpos imunes anti-A e anti-B na
circulagio materna e fetal, e freqiiéncia dos fenotipos do sistema secretor na
ocorréncia da ictericia neonatal. Concluiu-se que a incompatibilidade ABO esta
altamente associada a ictericia neonatal, sobretudo nas primeiras 24 horas de vida.
No grupo de criangas ictéricas as freqiiéncias esperadas e observadas de recém-
nascidos incompativeis diferiram significativamente. Esta diferenga foi devida ao
maior nimero observado de recém-nascidos incompativeis, filhos de maes O.
Devem ser considerados na discriminagdio dos grupos de mator risco de
desenvolvimento de ictericia resultante da incompatibilidade ABO: 19) o resultado
positivo do teste de COOMBS direto; 29) o titulo de anticorpo imune na circulagio

materna; 39) a historia de filhos anteriores com ictericia neonatal.
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8. SUMMARY

The author investigates the relationship between ABO incompatibility
and neonatal jaundice in 1,235 mother/newborn pairs. Sixty eight pairs who were
selected, the mother belonged to group O and were divided in a study group
(newborns A and B that developed jaundice) and two control groups. The groups
were compared in relation to maternal and neonatal data and laboratonal findings,
specially concerning the role of fetal red cells antigenic strenght, anti-A and anti-B
antibodies titulation in maternal and fetal circulation and frequency of secretor status
in the development of neonatal jaundice. The findings led to the following
conclusions: the ABO incompatibility is highly related to neonatal jaundice,
specially in the first 24 hours after birth; the observed frequency of incompatible
newborns in the group of jaundiced infants differs significantly from the expected
and this difference was due to a larger number of incompatible newborns of mother
O. The following factors must be considered when discriminating the groups with
higher risk of neonatal jaundice due to ABO incompatibility: 19) the positive result
of direct COOMBS test; 29) the immune antibodies titulation in maternal serum and,

39) the history of previous children with neonatal jaundice.
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ANEXO 1

Prezada Senhora,

Estamos realizando uma pesquisa e para tanto, precisamos colher
amostras de sangue e de saliva da Sr* e de seu filho. A amostra de saliva sera para
investigar o sistema secretor, € com a amostra de sangue sera feita a tipagem
sangiiinea e outros exames, que geralmente sio realizados de rotina quando o tipo

sangiiineo entre a mée e o filho sdo incompativeis.
As amostras de saliva serdo colhidas uma unica vez.

A amostra de sangue da Sr® sera colhida uma tinica vez e as amostras
de sangue do seu filho serdo colhidas do corddo umbilical apos o parto (da parte do
corddo que fica ligada a placenta) e de um pequeno corte feito no calcanhar (caso o

tipo sangiiineo da crianga seja incompativel com o seu).

A recusa em participar da pesquisa ndo implicara em prejuizo no seu

tratamento ou no de seu filho.

De acordo

Campinas, de de 19
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ANEXO 2

FORMULARIO

NOME: HC:
COR:

HISTORIA OBSTETRICA:

GESTA: PARA:

CESAREAS: ABORTOS:

FILHOS VIVOS: FILHOS MORTOS:
FILHOS COM DHRN: SIM NAO

TRATAMENTO:

VACINACOES RECENTES:

SIM: NAO:

QUAIS E EM QUE DATA?

TRANSFUSOES ANTERIORES:
SIM:  NAO:

INFECCOES MATERNAS NO PERIODO PRE-NATAL:
SIM: NAO:  QUAIS:

INFECC()ES FETAIS NO PERIODO PERINATAL:
SIM: NAO: QUAIS:

SEXO DO RN: MASC.: FEM.:
PESO DO RN: g
IDADE GESTACIONAL: SEMANAS DIAS
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ANEXO3

DETERMINACAO DO FENOTIPO DO SISTEMA SECRETOR

A pesquisa da substancia grupo-especifica ABH foi feita na saliva das

mades e recém-nascidos dos grupos de estudo e controles.

Foram coletadas cerca de 1 a 5ml de saliva das mdes em copos
descartaveis, apos trés bochechos com agua. A insalivagdo em alguns casos foi
dificil porque a coleta foi realizada durante os meses mais quentes do ano. Além
disso, as mies encontravam-se no puerpério mediato, amamentando exclusivamente

a0 seio, 0 que elevou ainda mais a perda hidrica.

Aos recém-nascidos foram oferecidos 5 a 10ml de agua fervida para
beber. A seguir, coletou-se cerca de 0,3 a 1ml de saliva através do uso de um

aspirador (FIGURA 1), mantendo-se a crianga em dectibito lateral.

A coleta foi muito dificil porque o recém-nascido produz normalmente
pouca saliva, porque nos primeiros dias apos o parto a produgdo de colostro é
relaivamente pequena e porque o ambiente era quente e algumas criangas foram

submetidas a fototerapia.

A seguir, ou apds no maximo uma hora, as amostras de saliva foram
colocadas em um tubo de ensaio e mantidas em banho-maria com agua em ebuligdo
durante 15 minutos, para destruir as enzimas que poderiam inativar as substdncias
grupo-especificas. A saliva foi centrifugada a 3000rpm durante 3 a 5min. O
sobrenadante transparente e claro foi transfendo para um tubo de ensaio limpo ou
tubo de Eppendorf, e o material semi-solido opaco foi descartado. As amostras

foram mantidas congeladas a -20°C por oito a nove meses até a anélise.
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Antes de iniciar o exame da saliva, foi feita a selegdo da diluigéo do
anti-soro, sendo utilizados os anti-soros anti-A, anti-B e anti-H (lectina de Ulex
europaeus). Foi usada uma unica aliquota de anti-A e anti-B. No caso do anti-H,
foram utilizadas quatro aliquotas de um mesmo lote, que foram testadas antes do

uso.

ETCHEVERRY, CABUTTI, PALATNIK (1982) enfatizaram a
importincia de se padronizar um titulo adequado, que néo deveria ser muito elevado,
pois impediria a detecgdo de antigenos fracos, ou muito baixo, porque levaria a se

trabalhar na zona das inibigdes inespecificas.

A dilui¢do do anti-soro foi preparada em duplicata (1:1 a 1:1024). Em
cada tubo, a um volume de anti-soro diluido foi acrescentado um volume de
suspensdo das hemacias correspondentes a 2% em salina. Os tubos foram incubados
durante uma hora a temperatura ambiente. A seguir foram centrifugados a 2400rpm

durante 15 segundos (centrifuga "SERO-FUGE II-CLAY ADAMS - BD) e hidos a

olho nu.

Foi selecionada a diluigdo do anti-soro com um resultado

macroscopico de aglutinagdo de pelo menos 2+ (duas cruzes).

O anti-soro foi preparado na diluigdo escolhida e testado pelo método
quantitativo com as salivas de um individuo secretor e outro ndo-secretor, utilizadas

nos testes como controles, a fim de confirmar a adequagio da diluigdo.

Foram selecionadas, para os controles positivos e negativos, salivas de
individuos secretores e ndo-secretores do grupo sangiiineo O, A e B. Estes controles

foram estocados a -20°C em aliquotas de 0,3 a 0,5ml em tubos de Eppendorf.
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As salivas dos recém-nascidos do grupo A e B foram testadas com
dois anti-soros: anti-H e anti-A ou anti-H e anti-B, respectivamente, a fim de se

discriminar o fendtipo "secretor aberrante”.

A saliva de todas as mies e recém-nascidos foram testadas pelo
método quantitativo, com excegdo da saliva de um recém-nascido do grupo de
estudo (caso nQ 4), que, devido ao seu volume insuficiente, foi testada apenas pelo

método qualitativo.

Para a analise pelo método qualitativo foram rotuladas uma ou duas
séries de quatro tubos, conforme o tipo sangiiineo do individuo cuja saliva seria
testada, como: "secretor”, "ndo-secretor”, "salina" e "desconhecido”. Em cada tubo
foi adicionada uma gota do anti-soro correspondente a substancia grupo-especifica a
ser investigada (A, B ou H). No tubo "secretor” foi adicionada uma gota da saliva de
um individuo secretor (controle); no tubo "ndo-secretor”, a saliva de um individuo
ndo-secretor (controle); no tubo "salina" foi utilizada uma gota de solugdo salina; e
no tubo "desconhecido”, uma gota da saliva para teste. Apds agitagdo, os tubos

foram incubados a temperatura ambiente durante dez minutos.

A cada série de tubos foi adicionada uma gota de hemacias suspensas
a 5% em salina e correspondentes aos anti-soros colocados nos tubos. Assim, nos
tubos onde foi colocado o anti-soro anti-H, adicionou-se uma gota de hemacias O;
nos tubos com anti-A, hemacias A,; e nos tubos contendo anti-B, hemacias B. Apos
leve agitagdo, os tubos foram incubados & temperatura ambiente durante uma hora.
A seguir, foram centrifugados a 2400rpm durante 15 segundos e lidos a olho nu. A
interpretagdo do teste foi feita de acordo com a TABELA 4.
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TABELA 4 - Interpretagdio do teste qualitativo de investigago de
substancias grupo-especificas ABH na saliva

SALIVA SALIVA DE SALIVADE  SALINA INTERPRETACAO
DESCONHECIDA INDIVIDUO  INDIVIDUO
SECRETOR NAO-SECRETOR

2+ 0 2+ 2+ ndo-secretor

0 0 2+ 2+ secretor

No exame pelo método quantitativo foi feita uma ou duas séries de
diluigdes (1:1 a 1:1024) de um volume de saliva, de acordo com o grupo sangiiineo
do sistema ABO (grupo O - uma série; grupo A ou B - duas sénes). As diluigdes
ndo foram feitas em duplicata porque em alguns casos a amostra de saliva era

insuficiente. No caso de resultados duvidosos, o teste era repetido.

A cada tubo foi adicionado um volume do anti-soro correspondente.
Apb6s agitagdo, os tubos foram incubados a temperatura ambiente durante 15min. A
seguir, foi adicionado um volume de suspensdo a hemacias O, A; ou B a 2%. Os
tubos foram agitados e mantidos em incubagdo durante uma hora a temperatura
ambiente. Apos agita-los, os tubos foram centrifugados a 2400rpm durante 15

segundos. A leitura foi feita a olho nu.

A definigdo do titulo foi dada pela dilui¢do final de saliva anterior a
uma aglutinagio o6tima, isto é, duas cruzes (escore S2, de ETCHEVERY et al,
1982).
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ANEXO 4

DOSAGEM DE BILIRRUBINA E MICROEMATOCRITO

A dosagem de bilirrubina total foi realizada apenas nas amostras de

sangue dos recém-nascidos que apresentaram ictericia clinica (grupo de estudo).

Foram colhidas amostras de sangue através de punc¢do de calcanhar
com lanceta ou lamina de bisturi apds aquecimento prévio do calcanhar com agua a
40°C durante 3 a 5Smin. Foi feita a coleta em trés tubos capilares heparinizados.
Apés vedagdo de uma das extremidades com chama de fogo, os tubos foram

centrifugados a 3500rpm durante 15 minutos.

A leitura do microematdcrito foi feita contrapondo-se os tubos num
papel-escala. O resultado do microematéocrito for calculado como a média dos

valores observados nos trés tubos capilares.

A dosagem de bilirrubina total foi realizada num bilirrubinémetro (AO
UNISTAT - AMERICAN OPTICAL). O plasma dos tubos foi transferido para duas
cubetas, que foram introduzidas no aparelho, e lido o resultado. O valor da
bilirrubina total foi calculado como a média das duas aferi¢bes. A diferenga das duas
medidas ndo deveria ser superior a 95%, caso contrario novo exame deveria ser

realizado utilizando-se uma nova amostra de sangue.
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ANEXO S

INVESTIGACAO DA DEFICIENCIA DE G6PD
(DESIDROGENASE DE 6-FOSFATO DE GLICOSE)

O Laboratéorio de Hematologia do Centro de Hematologia e
Hemoterapia da UNICAMP realizou o teste de BREWER et al. (1960) ¢ a
quantificagdo de G6PD (BEUTLER, 1975) nos casos em que o teste d¢ BREWER
foi positivo. Para a realizagdo dos exames foram utilizadas amostras de sangue do

corddo colhidas em frascos com ACD.
S.1. Teste de BREWER (teste de redug¢do de metemoglobina)

Solugdes:

a) Nitrito de sédio/glicose:
6g de glicose (0,28M)
1,25g de nitrato de sédio (0,18M) em 100ml de agua destilada

b) Solucdo de cloreto de azul de metileno

150mg de cloreto de azul de metileno trihidratado "Carlo Erba" em
1000m] de agua destilada

Técnica:

Foram adicionados 0,5ml de sangue a tubos identificados pelas letras
a, bec. Apods acrescentar 0,05ml da solugdo de nitrito de sodio/glicose aos tubos b
e ¢ € 0,05ml de solugdo de cloreto de azul de metileno ao tubo ¢, o sangue foi

misturado suavemente com os reagentes e os tubos incubados em banho-maria a
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37°C durante trés horas. Em seguida, foi transferida numa aliquota de 0,1ml de cada
tubo para outros contendo 10ml de agua destilada (tubos &', b' e ¢'). Apds a hemohise,

a cor do tubo ¢' (tubo-teste) foi comparada visualmente com a dos tubos a'e b'.

Os casos em que a cor do tubo ¢' era igual & do tubo a' (vermelho
claro) foram considerados normais (teste d¢ BREWER negativo). Ja aqueles em que
a cor do tubo-teste mostrou-se igual a do tubo b' (marrom acastanhado) foram

considerados deficientes em G6PD (teste de BREWER positivo).

O tubo-teste podia revelar ainda uma cor intermediaria entre as cores
dos tubos a' e b'. Neste caso, o individuo foi considerado como deficiente parcial em

G6PD.

5.2. Quantificacdo de G6PD

Preparou-se um hemolisado adicionando-se as hemacias lavadas a uma
solu¢do estabilizadora contendo 10uM de NADP, 7mM de (-mercaptoetanol e
2,7mM de EDTA sbédico pH=7,0 numa propor¢do de hemacias: solugdo
estabilizadora igual a 1:19. O material foi homogeneizado e a hemolise obtida por

congelamento e aquecimento. Mediu-se entdo a hemoglobina do hemolisado.

Para a quantificagdo enzimatica foram usados dois tubos, contendo
cada um 580ul de agua desionizada, 100ul de NADP, 100ul de tampao tris-HCI
1,0M, pH=8,0 e 100l de MgCl, 0,1M. Foram adicionados 20ul de hemolisado em
cada tubo, tendo sido incubados a 37°C por 10min. Em seguida, foram colocados
100ul de G6-P (6mM) no tubo-padrédo e 100ul de dgua desionizada no "blank”. Leu-
se a densidade oOptica a 37°C durante dez minutos, em cubetas com percurso optico

de Icm, em comprimento de onda de 340nm, com auxilio de espectrofotometro.
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A atividade de G-6-PD foi calculada pela seguinte equagéo:

atividade (U.1.)/g Hb= (' A D.O./min). 108
6,22. (Hb). (vol. enzima)

e A D.O./min=diferenga de absorbancia por minuto obtida com a

leitura apos a estabilizagdo da solugéo.
« Hb=hemoglobina do hemolisado em g/dl.

e vol. enzima=volume do hemolisado colocado nos tubos-padroes e

"blank"=20pl.
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ANEXO 6

DETERMINACAO DOS GRUPOS SANGUINEOS
DO SISTEMA ABO E Rh

De acordo com os procedimentos de rotina do Laboratério de Imuno-
ematologia do HEMOCENTRO - UNICAMP, as amostras de sangue periférico ou
de sangue do corddo umbilical foram centrifugadas a 2000rpm durante trés minutos,
para se obter o concentrado de hemacias e o plasma. As hemacias maternas foram
lavadas trés vezes e as fetais, oito vezes, com salina a 37°C (para a retirada de

residuos da geléia de Wharton do cordao umbilical).

A determinagdo dos grupos sangiiineos do sistema ABO foi feita
através de duas provas: a prova da hemacia ou direta e a prova do soro ou inversa.
Na prova de hemacia ou direta foi preparada uma suspensio de hemacias a 10% em
salina. Sobre uma placa opaca foi colocada uma gota de cada um dos seguintes anti-
soros: anti-AB, anti-A e anti-B, acrescentando-se uma gota da suspensio de
hemacias para teste. Os reagentes foram misturados com o fundo de um tubo de

ensaio, de forma a se obter um circulo de 2 a 3cm de didmetro.

A placa foi entdo agitada com movimentos de rotagdo durante alguns
segundos e, a seguir, lida a reagdo. Na prova do soro, realizada apenas com as
amostras de sangue materno, foram colocadas duas gotas do soro para teste em trés
regides da placa, identificadas como "A", "B" e "O", adicionando-se uma gota da
hemacia-teste correspondente A,;, B ou O suspensa a 5% em salina. Os reagentes

foram misturados com a ajuda do fundo de um tubo de ensaio, formando-se trés
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circulos de 2 a 3cm de didmetro. Apos agitagdo da placa com movimentos de

rotagdo, foi lida e anotada a reacgdo.

Para a determinagdo dos grupos sangiiineos do sistema Rh foi feita
uma suspensio das hemacias lavadas a 10% em salina. Numa regido da placa opaca
foram colocadas duas gotas de anti-soro anti-D e uma gota de suspensdo de
hemacias. Noutra regido, foi colocada uma gota de soro-controle Rh (albumina
bovina e soro AB) e uma gota de suspensdo de hemacias. Os reagentes foram
misturados com o auxilio do fundo de um tubo de ensaio. A reagdo foi hida apods

agitada a placa por movimentos de rotagio.

As amostras de sangue classificadas inicialmente como D-negativo
(Rh negativo) foram submetidas a investigagdo dos genotipos r'r (Cde/cde) e r'r
(cdE/cde), bem como da variante D®. Foram rotulados trés tubos: "D", "C" e "CDE".
Em cada um deles foi colocada uma gota de suspensdo de hemécias a 5% e uma dos
seguintes anti-soros: anti-D (no tubo "D"), controle Rh (no tubo "C") e anti-CDE (no
tubo "CDE"). Os tubos foram agitados lentamente e incubados a 37°C durante 30
minutos. A seguir, foram centrifugados a 3500rpm durante um segundo e lidos sobre
um fundo branco ou aglutinoscépio. Depois as hemacias foram lavadas trés vezes
com salina, retirando-se toda salina da Gltima lavada. Foram adicionadas entdo duas
gotas de soro antiglobulina humana (soro anti-humano), e os tubos foram

submetidos a nova centrifugagdo e leitura em aglutinoscépio.

O resultado das reagdes de aglutinacio das hemacias obedeceu a

classificagdo descrita na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - Interpretacio da aglutinacéo, diferenciando-se os graus de
reacdo (observacdo macroscopica)

SOLIDO: um grumo sélido com fundo claro

1 cruz (+): poucos grumos pequenos, com fundo réseo

4 cruzes(++++):um grumo sélido com y

poucos grumos pequenos ¢ fundo claro

pé (): poucos grumos bem pequenos, formando um pé,
com fundo bem rdseo

3 cruzes (+++): varios grumos grandes com

fundo claro 5

0 cruz (-): reacdo negativa; suspensao uniforme

2 cruzes (++): grumos menores com fundo
levemente roseo
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ANEXO 7

TESTE DE COOMBS DIRETO E ELUICAO DOS ANTICORPOS
ADERIDOS AS HEMACIAS FETAIS

O teste de COOMBS direto foi realizado rotineiramente em todos os
recém-nascidos. Os casos de COOMBS direto positivo foram submetidos & técnica
de eluigdo por congelamento/descongelamento ou técnica de LUI (EICHER er al,
1978) nos casos de incompatibilidade materno-fetal no sistema ABO. Foram
utilizadas outras técnicas de eluigdo quando o par mde-filho era compativel no
sistema ABO, ou quando havia também incompatibilidade no sistema Rh, ou ainda
quando um outro anticorpo, que ndo o anti-A ou anti-B, era encontrado no soro

materno.

A eluigdo consiste da retirada de anticorpos ligados as hemacias fetais,
sendo realizado com a finalidade de identificar o anticorpo (BEIGUELMAN,
1983).

Para o teste de COOMBS direto foram utilizadas as mesmas amostras
de sangue do corddo umbilical acondicionadas em frascos com ACD, que foram

utilizadas para os testes de tipagem sangiiinea.

A técnica que descrevemos a seguir é adotada pelo Laboratério de

Imunoematologia da UNICAMP.

Apo6s lavar as hemacias oito vezes, foi feita uma suspensdo a 5% em
salina. Foram rotulados dois tubos. Em ambos foi colocada uma gota de suspenséo
de hemacias: no primeiro tubo foram acrescentadas duas gotas de soro anti-humano

e, no segundo, duas gotas de soro d¢ COOMBS (antigamaglobulina humana). Os
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tubos foram agitados e mantidos em incubagéo a temperatura ambiente durante 15
minutos. Entdo foram centrifugados e lidos num aglutinoscépio. O COOMBS direto

foi considerado positivo quando havia aglutinagéo em pelo menos um tubo.

De acordo com a técnica de eluigdo de LUI, as hemacias foram lavadas
seis vezes, guardando-se a salina da ultima lavagem para controle. Duas gotas de
hemacias foram adicionadas num tubo e bem misturadas com duas gotas de salina. O
tubo foi fechado e girado na posigdo horizontal, de modo a se formar uma fina
camada de hemacias em sua superficie interna. A seguir, foi colocado
horizontalmente, a temperatura de cerca de -20°C durante 20 minutos. Foi feito o
descongelamento rapido das hemacias colocando-se o tubo em banho-maria a 37°C.
O tubo foi centrifugado a 3500rpm durante cinco minutos. Foram transferidas duas
gotas do eluato sobrenadante para um tubo limpo e testadas em paralelo com duas
gotas do sobrenadante da lavagem final, colocadas num segundo tubo. A cada tubo
foi adicionada uma gota de hemacias-testes A, ou B (de acordo com o tipo
sangiiineo do recém-nascido) e duas gotas de albumina bovina a 22%. Os tubos

foram incubados a 37°C durante 30 minutos.

A seguir, as hemacias foram lavadas trés vezes com salina, retirando-
se bem a salina da ultima lavagem. Foram acrescentadas duas gotas de soro anti-
humano a cada tubo. Depois os tubos foram agitados e centrifugados a 2400rpm
durante 15 segundos. A leitura foi feita por leve agitagdo sobre um aglutinoscopico.

A eluigdo foi considerada positiva quando havia aglutinagao visivel.
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ANEXO 8

PESQUISA DE ANTICORPOS (PAC)

A pesquisa de anticorpos foi realizada no soro materno de todas as
mdes que compuseram os grupos de estudo e controles. Foram utilizadas as amostras

de sangue periférico colhidas em tubos secos.

Apbs a formagdo do coagulo, os tubos foram centrifugados a 2000 -
2500rpm durante trés e cinco minutos, a fim de se obter o soro. A realizagdo da PAC
foi imediata na grande maioria dos casos. Quando isso ndo foi possivel, o soro foi

mantido congelado durante um periodo nunca superior a 24 horas.

Para a realizacdo do exame foram rotulados dois tubos (I e II). Em
cada um deles foram colocadas duas gotas do soro para teste. Adicionou-se uma
gota de hemacia-teste I (Triacel I-BIOTEST) ao tubo I e uma gota de hemacia-teste
II (Tnacel H-BIOTEST) ao tubo II, misturando-se delicadamente. O teste foi
realizado em quatro fases, anotando-se o resultado das reagdes de aglutinagdo das

hemacias: _
12 fase: centrifugagdo dos tubos a 2400rpm durante 15 segundos

seguida de leitura.

22 fase: adigdo de uma gota de albumina bovina a 22%; centrifugagao

e leitura.

32 fase: incubagdo dos tubos a 37°C durante 30 minutos;

centrifugagdo e leitura.
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42 fase: lavagem das hemacias trés vezes; retirada de toda a salina da
ultima lavada; adi¢@o de duas gotas de soro anti-humano a cada tubo; centrifugagdo

e leitura.

O resultado da PAC foi considerado positivo quando ocorria

aglutinagdo em pelo menos um tubo, a0 menos numa das fases.

Como as hemaécias-testes 1 e II sio do grupo O, este exame nio
identifica a presenca de anticorpos do sistema ABO, contudo revela a presenga de

anticorpos contra antigenos dos outros sistemas sangiiineos.

Os casos com PAC positiva foram eliminados da amostra.
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ANEXO 9

FORCA ANTIGENICA DAS HEMACIAS FETAIS

As hemacias foram lavadas pelo menos seis vezes e suspensas a 2-3%

em salina.

Um volume do anti-soro correspondente (anti-A, anti-B ou anti-H) foi
diluido numa série de tubos contendo salina na proporg¢do de 1:2 a 1:1024. A cada
tubo foi acrescentado um volume da suspensdo de hemacias. Apos duas horas de

incubagdo a temperatura ambiente, fez-se a leitura dos tubos sem centrifuga-los.

As aglutinagdes de cada tubo foram anotadas e o escore determinado

pela somatoria dos valores de cada reagdo de acordo com a TABELA 3.



152

ANEXO 10

PESQUISA E TITULACAO DE ANTI-A E ANTI-B IMUNE NO SORO
MATERNO E PLASMA FETAL

Ap6s a colheita da amostra de sangue periférico das mées em tubo
seco, o soro foi separado e congelado num periodo nunca superior a seis horas e

mantido congelado por até oito meses.

O plasma da amostra de sangue do corddo em alguns casos foi
separado ap6s um periodo de 24 horas ou mais. Isso ocorreu por terem sido
utilizadas para o estudo as mesmas amostras de sangue usadas para tipagem
sangiiinea ou investigagdo da deficiéncia de G6PD, dado que o sangue do cordao,
colhido da veia umbilical apos a dequitagdo, muitas vezes ndo pdde ser obtido em

volume suficiente para ser fracionado em pelo menos dois frascos.
O plasma também foi mantido congelado por até oito meses.

Em nosso estudo, utilizamos a técnica do DTT, empregada pelo

Laboratorio de Imunoematologia da UNICAMP.

Previamente foi preparada uma solugdo de DTT (SIGMA) a 0,01M
dissolvendo-se 15,43mg de DTT em 10ml de tampio fosfato salino (pH=7.3). A
solugdo foi dividida em aliquotas de 0,5-1,0ml e mantida congelada a -20°C até o

momento do uso.

Em um tubo, a um volume de DTT (0,01M) foi adicionado um volume
do soro para teste. Como controle, foi preparado um tubo com um volume de soro e

um de tampdo (PBS). Os dois tubos (teste e controle) foram incubados a 37°C
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durante 30min. A seguir, foram feitas diluigdes seriadas em salina do soro tratado
com DTT. Foi colocado um volume do soro com PBS num tubo rotulado como
"controle". A cada tubo, inclusive no tubo-controle, foi adicionado um volume de
hemacia-padrio A, ou B em suspensdio a 2% em salina, de acordo com o grupo

sangiiineo do recém-nascido.

As hemacias-padrdes foram mantidas congeladas até o momento do
uso. Foi colocada uma gota de albumina bovina a 22% em cada tubo e, apos leve
agitagdo, os tubos foram incubados a 37°C durante 30min. A seguir, as hemacias
foram lavadas trés vezes com salina, retirando-se toda a salina da ultima lavagem. A
cada tubo foi adicionada uma gota de soro de COOMBS. Apos agitar os tubos, eles
foram centrifugados a 2400rpm durante 15s. A leitura dos tubos foi feita num
aglutinoscopio. O valor do titulo foi o correspondente ao do ultimo tubo em que

ocorreu aglutinagao visivel (p6).

Como a IgM ndo atravessa a barreira placentaria, e, portanto, ndo é
encontrada no sangue fetal, apenas o soro materno foi tratado com DTT. Por
dificuldades técnicas, ndo foram feitas diluigdes do soro materno ndo tratado com
DTT. Contudo, o DTT em uso foi testado apos o término das titulagdes com anti-

soro anti-A e anti-B comerciais.

Como o soro materno foi diluido ao ser empregado o DTT,

considerou-se o titulo de 1:4 em diante na pontuagdo do escore (ver TABELA 3).
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ANEXO 11

CONGELAMENTO DE HEMACIAS EM GLICEROL

O método de congelamento pelo glicerol possibilita a preservagdo das

hemacias por mais de um ano.

O método descrito a seguir ¢ utilizado pelo Laboratorio de

Imunoematologia do HEMOCENTRO - UNICAMP.
Foram utilizados os seguintes reagentes:

1. Glicerol tamponado a 40%

19,4¢ de citrato de potassio tribasico (K,C.H, 0,. H,0)
3,1g de fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO,. 2H,0)
2,8g de fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,)

600ml de agua destilada

Ap6s dissolugdo foi adicionado 400ml de glicerol (C, Hy [OH],).

2. Citrato trissodico a 5%

50g de citrato trissédico (Na,C,H,0,.2H,0)
1000ml de agua destilada (q.s.p.)

Em menos de 24h, as amostras de sangue colhido em ACD foram
lavadas trés ou mais vezes com solugdo salina. O concentrado de hemacias foi
dividido em aliquotas de cinco gotas. Para cada gota de hemacias foi adicionada
uma gota de glicerol tamponado a 40%, agitando-se o tubo constantemente. Apds

muisturar bem, as aliquotas foram identificadas e congeladas a -20°C.



No momento do uso, as aliquotas foram descongeladas a 37°C. Para
cada um volume de hemaécias foram adicionados quatro volumes da solugdo A
(TABELA 5). Ap6s misturar bem, os tubos foram centrifugados a 2000rpm durante

cinco minutos e foi descartado o sobrenadante.

As hemacias foram lavadas da mesma maneira com as solugdes B, C e
D (TABELA §) e, a seguir, procedeu-se a lavagem com solugdo salina preaquecida

a 37°C até que o sobrenadante ficasse limpido.

TABELA § - Solugdes para desglicerinizagdo

SOLUCAO
A B C D
Concentragiao 12% 5% 2,5% -
Glicerol tamponado a 40%  12ml 5ml 2,5ml -
Citrato trissodico a 5% 88ml 95ml 97,5ml 50ml

Salina isotonica - - - 50ml
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