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Resumo



Felix, M.C., Deffune, E., Ferreira, R.R. Potencial imunogénico dos curativos

Bioativos: aspectos imunohematologicos e leucoplaquetarios.

As doengas cronico-degenerativas sdo caracterizadas por uma evolugdo lenta e
progressiva, muitas vezes irreversivel e por um longo periodo de laténcia. Resultam em
alteracOes celulares que sao importantes fatores de risco para a disfuncdao endotelial
facilitando o desenvolvimento de Ulceras venosas e/ou isquémicas e “pé diabético”. O
antigeno K do sistema eritrocitario Kell constitui um potente peptideo bioativo com
varias funcgdes bioldgicas, dentre elas a vasoconstrigdo que influenciam diretamente nas
doencas vasculares. As plaquetas, quando ativadas, liberam fatores de crescimento que
aceleram o processo de cicatrizagdo. Na membrana plaquetaria sao expressos antigenos
como os eritrocitarios, o polimorfico HLA-classe I e antigenos especificos das plaquetas
(HPA), e alguns deles possuem importante significancia clinica. O conhecimento e a
compreensao dos fatores de crescimento existentes nas plaquetas levaram o setor de
Biotecnologia do Hemocentro de Botucatu ao desenvolvimento de produtos que utilizam
plaquetas e plasma homologos excedentes da rotina transfusional como principios ativos
na composicao de um gel empregado na forma de curativos com o objetivo de acelerar
0 processo de reparo tecidual. Sabendo os efeitos benéficos dos curativos bioativos no
processo de cicatrizacdo e da variabilidade genética dos antigenos plaquetarios,
qualquer situagdo em que ocorra exposicao a esses antigenos poderia levar a uma
resposta imune humoral. Diante dessa assertiva o presente estudo teve por finalidade
avaliar o potencial imunogénico desses curativos em pacientes submetidos a essa
terapéutica. Foi realizado um estudo multicéntrico, onde um total de 198 pacientes que
receberam os curativos bioativos foram fenotipados para presenca do antigeno Kell.
Dentre esses pacientes, 100 foram selecionados para avaliar a relacao dos antigenos
eritrocitarios do sistema ABO e Rh no processo de cicatrizacdo e aloimunizagdo contra
anticorpos eritrocitarios. E também, 38 foram selecionados para avaliar o potencial
imunogénico dos curativos bioativos através da pesquisa de anticorpos leucocitarios e
plaquetarios. Nossos resultados apontam que o antigeno Kell possa ser um possivel
marcador preditivo de ma-evolucao de Ulceras cronicas. Além disso, podemos inferir que
a exposicdo a antigenos altamente imunogénicos a que esses pacientes foram
submetidos levaram somente a aloimunizacdo contra antigenos plaquetarios, porém em
um percentual abaixo daqueles encontrados pela transfusao endovenosa de
concentrado de plaquetas, reforcando seus efeitos benéficos para o uso em feridas
cronicas de origem multifatorial.

Palavras-chave: Aloimunizacao, Curativos bioativos, feridas cronicas.



Abstract



Felix, M.C., Deffune, E., Ferreira, R.R. Immunogenic potential of bioactive
dressings: aspects immunohematology and evaluation of alloimmunization
against erythrocyte, leucocyte and platelet antigens.

The chronic-degenerative diseases are characterized by a slow and gradual evolution,
often irreversible, and with a long period of latency. Resulting in cellular changes that
are important risk factors for endothelial dysfunction facilitating the development of
venous ulcers and/or ischemic and "diabetic foot." The antigens of the erythrocyte Kell
is a potent bioactive peptide with various biological functions among which
vasoconstriction that directly influence the vascular diseases. Platelets, when activated,
release growth factors that accelerate the healing process. Platelet membrane express
antigens as the erythrocyte, the polymorphic HLA class I-specific antigens and of
platelets (HPA), and some have important clinical significance. Knowledge and
understanding of the growth factors present in platelets led the biotechnology sector
from the Bloodbank of Botucatu to develop products using platelets and plasma
counterparts surplus of routine transfusion as active ingredients in the composition of a
gel used as a dressing with the objective to accelerate the process of tissue repair.
Given the beneficial effects of bioactive dressings in the process of healing and the
genetic variability of platelet antigens, a situation occurs where exposure to these
antigens could lead to a immune response. Given this assertion this study was to
evaluate the potential immunogenic effect of these dressings in patients undergoing
such therapy. This was a multicenter study, where a total of 198 patients who received
the bioactive dressings were phenotyped for the presence of Kell antigen. Among these
patients, 100 were selected to assess the relationship of erythrocyte antigens of the
ABO and Rh in the process of healing and alloimmunization anti-erythrocyte. Also, 38
were selected to evaluate the immunogenic potential of bioactive dressings through the
search of anti-HLA and -HPA alloimmunization. Our results indicate that the Kell antigen
may be a possible predictive marker of poor progression of chronic ulcers. Moreover, we
can infer that exposure to highly immunogenic antigens that these patients were only
led to anti-HPA alloimmunization, but in a percentage lower than that found by
intravenous transfusion of concentrated platelets, enhancing its benefits for use in
wound chronicles of multifactorial origin.

Keywords: alloimmunization, bioactive dressings, chronic wounds
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1 - Introdugdo



As doencas cronico-degenerativas (DCD) predominam na idade adulta, e sua
incidéncia, prevaléncia e mortalidade se elevam a medida que aumenta a vida média da
populacao (TOLEDO, 2003). Nesse periodo estabelecem-se habitos e comportamentos
que propiciam a aquisicdo dos chamados fatores de risco do estilo de vida ou do
comportamento. E estes sdao os principais determinantes que predispdem o
aparecimento de doencas cardiovasculares, patologias ou distUrbios metabdlicos dentre
estes a hipertensao arterial, o diabetes mellitus, a obesidade, a hiperlipidemia dentre
outras (LESSA, 1998). Dentre as doencas cronico-degenerativas que podem passar
despercebidas ou associadas a outras afecgdes estao as neoplasias (TOLEDO, 2003).

As DCD sdo caracterizadas por uma evolucao lenta e progressiva, irreversivel,
por um longo periodo de laténcia assintomatico exigindo constante supervisdo,
observacao e cuidado (TOLEDO, 2003). Podem resultar em alteragdes celulares
irreversiveis que sao importantes fatores de risco para a disfuncdo endotelial facilitando
o desenvolvimento de Ulceras venosas e/ou isquémicas e “pé diabético”. Assim,
constitui um importante problema de salde publica no nosso meio devido a alta
morbidade e mortalidade (LESSA, 1998).

A cicatrizacao de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra reconstituicao do
tecido. E um evento dindmico que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que se
comportam harmoniosamente culminando com a restauragao tecidual (MANDELBAUM,
2003).

A lesao endotelial expbe a matriz extracelular sub-endotelial altamente
trombogénica (exposicao de colageno). As plaquetas ativadas se ligam ao colageno
diretamente através de glicoproteinas de membrana (GPIa) ou por meio do fator de von
Willebrand (FYW) por ligacao da glicoproteina (GPIIb) e esta unido, FYW e GPIIb forma
um canal de membrana plaquetaria, permitindo o fluxo de ions calcio para o interior da
célula. Uma vez ativadas, as plaquetas alteram sua forma e liberam fatores de
crescimento (D’AMICO, 2002).

Os fatores de crescimento sao mediadores bioldgicos caracterizados como

receptores teciduais e atuam regulando as atividades celulares, enzimaticas, dentre



outras (BARBIERI, 2004). Estes mediadores se difundem pela matriz provisdria
formando um gradiente quimiotatico que orienta a migracdo das células (tanto da
circulacado como das regides adjacentes) envolvidas com a instalacao da resposta
inflamatdria (BALBINO, 2005).

Dentre os fatores de crescimento e proteinas liberadas pelas plaguetas que ficam
armazenados em seus granulos podemos citar os metabdlitos do acido aracdonico,
como: fator de agregacao plaquetario (PAF), fator plaquetario 4, fator de crescimento
derivado de plaquetas (PGDF); quimiocinas, como o CTAP-III, prostaglandinas (PGE;),
tromboxano (TXA;); e também proteinas como fibrinogénio, fibronectina e
tromboplastina (D’AMICO, 2002). Além do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
epidermal (EGF), fator transformador de crescimento B (TGF- ) (LENHARO, 2004).

Estas substancias tornam a cicatrizacao mais rapida e eficiente, favorecendo a
integracao de enxertos, sejam eles dsseos, cutaneos, cartilaginosos ou de células de
gordura, assim, caso as plaquetas sejam empregadas como fontes exdgenas de fatores
de crescimento, passara a existir um reforco das concentragoes ja existentes, formando
um estimulo adicional para as atividades celulares, potencializando o reparo tecidual
(LENHARO, 2004).

Chagas et al. (2004) descreveram outra fracao plasmatica extremamente
importante nos processos de regeneragao e reparacao: o plasma fresco congelado, que
mesmo pobre em plaquetas é rico em fibrinogénio. Na presenca de calcio a trombina
transforma fibrinogénio em fibrina, formando uma matriz temporaria quimiotaxica para
células. Dentre elas neutrofilos e macréfagos que removem bactérias e desnaturam os
componentes da ferida. Os macrofagos, os fibroblastos, as células endoteliais e os
queratindcitos secretam fatores de crescimento que promovem epitelizacao, produzem
componentes extracelulares, estimulam angiogénese e ajudam a formacao de cicatriz.

Nas plaquetas ha expressao de dois tipos distintos de antigenos de significancia
clinica. O primeiro compreende os antigenos eritrocitarios e o polimorfico HLA (Human
Leucocytes Antigens) de classe I, enquanto o segundo sdao antigenos especificos das
plaquetas - HPA (Human Platelet Antigens) (SANTOSO, 2001).



Os antigenos ABO possuem baixa expressao nas plaquetas e localizam-se nas
glicoproteinas intrinsecas da membrana plasmatica, incluindo: GPIb, GPIIa, GPIIb, GPIV,
GPV e na molécula endotelial de adesao plaquetaria (PECAM-1) (SANTOSO, 2001). Em
decorréncia disso desempenham um importante papel na integridade, adesdo e
transporte tanto intra como intercelular, por atuarem nos receptores que controlam
essas atividades. Destaca-se a adesao celular, pois a sua manutengao é primordial para
o desempenho esperado dos processos fisioldgicos e patoldgicos, como: inflamagdo,
cicatrizacao de feridas e neoplasias (REID, 2001).

Os antigenos do sistema Kell sao metaloendopeptidases que possuem funcdo
enzimatica na conversao da endotelina-3 em sua forma bioativa (ET-3), que sao
potentes proteinas vasoativas envolvidas na regulacao da vasoconstricao (LEE, 1999;
REID, 2001). Devido a esse mecanismo a relacao das endotelinas e seus efeitos no
organismo ja estdo bem estabelecidos com as doencas coronarianas, vasculares e renais
(LEE, 1999).

A presenca dos antigenos HLA nas plaquetas € variada e sao influenciados pela
expressao genética e por outros fatores que ainda sao desconhecidos (SANTOSO,
2001), resultando em diversos epitopos no complexo de glicoproteinas, tais como
GPIa/Ila, GPIIb/IIIa e GPIb/V/IX (LEE, 1999).

Devido a variabilidade genética, qualquer situacdao em que ocorra exposicao a
esses antigenos como: gravidez, transfusdo alogénica e ocasionalmente transplante
de medula 6ssea podem levar a uma resposta imune humoral (BLUMBERG, 2003;
CARDONE, 2004; KIEFEL, 2001; SANTOSO, 2001). Os anticorpos dirigidos contra
HPAs desempenham desordens plaquetarias imunomediadas (SANTOSO, 2001),
dentre essas existem trés com condicdes clinicas agravantes: trombocitopenia
neonatal aloimune (PTAN), purpura pds-transfusional (PPT) e refratariedade a
transfusao de plaquetas (METCALFE, 2003; SANTOSO, 2001; TORALLES-PEREIRA,
2005; ZOTZ, 1997). Nessas condigOes clinicas os aloanticorpos sao dirigidos contra os
aloantigenos plaquetarios (TORALLES-PEREIRA, 2005).



O conhecimento e a e compreensao dos fatores de crescimento existentes nas
plaquetas levaram o laboratério de Biocurativos do setor de Biotecnologia do
Hemocentro de Botucatu ao desenvolvimento de produtos para utilizacao de
concentrado de plaquetas e plasma homologos excedentes da rotina transfusional na
forma de curativos com o objetivo de acelerar o processo de reparo tecidual. Esses
curativos foram denominados de curativos bioativos e possuem aprovacao do CONEP
para serem utilizados e intitulam-se: Biogel, Biofibrin e Gel Mix.

Como ja demonstrado em trabalhos anteriores desenvolvidos neste laboratorio,
Garcia (2004) e Araljo (2007), esses curativos bioativos possuem acao potencializadora
no reparo tecidual de feridas de diversas etiologias.

Sabendo dos efeitos benéficos dos curativos bioativos no processo de cicatrizacao
e tendo conhecimento da exposigao a antigenos altamente imunogénicos a que esses
pacientes serdao expostos, o presente estudo tem por finalidade avaliar o potencial
imunogénico desses curativos em paciente submetidos a essa terapéutica e ampliar os
estudos que apontam o antigeno eritrocitario Kell com um marcador preditivo da

evolugdo de feridas cronicas.
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Revisao de Literatura

Feridas cronicas

No Brasil, as feridas decorrentes das doencas cronico-degenerativas constituem
um sério problema de salde publica devido ao grande nimero de doentes com
alteragbes na integridade da pele. O elevado nimero de pessoas com Ulceras contribui
para onerar o gasto publico além de interferir na qualidade de vida da populacdo
(BRASIL, 2002). Sao mais freqlientes na populacao entre os 15 e os 65 anos, idade em
que o estilo de vida e o comportamento predispdem o aparecimento de doencas
cardiovasculares, patologias ou distUrbios metabdlicos dentre estes a hipertensao
arterial, o diabetes mellitus, a obesidade, a hiperlipidemia dentre outras (LESSA, 1998).

Estas doengas caracterizam-se por possuirem longo curso clinico e resultarem em
alteracdes celulares que sao fatores de risco para a disfuncao endotelial e
consequentemente facilitam o desenvolvimento de Ulceras venosas e/ou isquémicas e
“pé diabético” (LESSA, 1998).

A caracteristica bioquimica do diabetes mellitus ¢ uma hiperglicemia cronica
devido a distirbios metabdlicos de etiologia multipla, e clinicamente, pelo
desenvolvimento de complicacdes relacionadas a angiopatia (DEALEY, 2001; DIAS,
2001). Ao descrever sobre as causas do “pé diabético”, diversos autores destacam: a
neuropatia, a doenca vascular periférica e a infeccdo como as principais causas de
gangrena e amputagdes (JORGE, 2003; LOPES, 2003; LOIOLA, 2001).

A importancia socioeconémica da insuficiéncia venosa cronica (IVC) levou ao
interesse tanto do conhecimento cientifico como clinico nas questdes relacionadas a
essa doenca. A IVC caracteriza-se como uma anormalidade do funcionamento do
sistema venoso causado por uma incompeténcia valvular associada ou nao a obstrucao
do fluxo venoso que pode afetar tanto o sistema venoso superficial como profundo ou
ambos. A IVC e suas complicacdes quase sempre estao relacionadas ao inadequado
funcionamento de uma bomba muscular na panturrilha (LIMA, 2001).

Essa bomba muscular quando em perfeito funcionamento, forca o sangue das

veias profundas em direcao ao coracao levando a uma diminuicdo da pressao interior



do sistema venoso profundo. A lesao de qualquer componente dessa bomba muscular
podera ocasionar um refluxo ou uma insuficiéncia venosa (DEALEY, 2001; HESS, 2000).
Mas o funcionamento deficiente podera reduzir a pressao no sistema venoso profundo
causando manifestacoes de varias doencas venosas inclusive veias varicosas,
lipodermatosclerose aguda e cronica e Ulceras venosas (GUYTON, 2002).

As Ulceras venosas sao consideradas uma complicacdo tardia da IVC (LIMA,
2001). A localizacao mais freqliente é a regidgo do maléolo e terco distal da perna, em
geral, de progressao lenta, bordas infiltradas, leito da ferida com fibrina e, quase
sempre, acompanhada de infeccdo secundaria. Surgem apds trauma e, muitas vezes,
sao precedidas por episddio de erisipela, celulite ou eczema de estase (HESS, 2000;
MAFFEI, 2002).

Em relacdo as Ulceras arteriais, Guyton e Hall (2002) a definem como o resultado
da inadequada perfusao tecidual nos pés ou nas pernas devido ao bloqueio completo ou
parcial do suprimento arterial para as pernas (GUYTON, 2002). De acordo com Hess
(2000), a insuficiéncia arterial é a disfuncao do fluxo sanguineo arterial que conduz a
isquemia tecidual. Essa disfungao pode ocorrer de forma aguda como em casos de
traumatismo ou trombose. E também de forma crbnica quando sao secundarias a
doencas como aterosclerose. Tanto uma como a outra podem causar a formacao de
Ulceras de membros inferiores em conseqiiéncia da isquemia tecidual (HESS, 2000).

Nos casos cujas Ulceras arteriais secundarias a aterosclerose a cicatrizacao €
dificil e ha risco consideravel de que se instale uma insuficiéncia vascular isquémica
aumentando a possibilidade de septicemia, pois a aterosclerose € um processo
degenerativo que afeta as artérias devido ao acimulo de colesterol LDL na parede das
artérias, levando a uma obstrugdo progressiva e consequentemente a uma inadequada
perfusdao tecidual nos membros inferiores (DEALEY, 2001; JORGE, 2003; MAFFEI,
2002). Os principais fatores para o desenvolvimento da aterosclerose sdo: idade,
histdria familiar, hipertensao, tabagismo, hiperlipidemia e o diabetes. Sendo os quatro
ultimos, frequentemente, denominados como principais fatores de risco (SCHCOEN,
2000; COTRAN, 2000).



As caracteristicas principais das Ulceras arteriais sdo: pequenas, redondas, com a
margem lisa e bem demarcada. Possui leito de ferida palido e ndo tem tecido de
granulacdo. Podem ocorrer na parte distal do membro, principalmente nos maléolos

laterais e dorso dos pés, geralmente sdo profundas e muito dolorosas (HESS, 2000).

Figura 1 - Ilustracdo de feridas cronicas de membro inferior de pacientes da Unidade Basica de
Saude do Municipio de Maringa — Centro de Saude Quebec II. Esses pacientes receberam o
tratamento com os curativos bioativos e foram acompanhados no projeto de mestrado da aluna
Illymack Ferreira Canedo de Aradjo, cuja dissertacao foi defendida em fevereiro de 2007

(ARAUJO, 2007).



Pele e Cicatrizacao

A pele é o mais extenso 6rgao do corpo humano e corresponde a
aproximadamente 5% do peso total sendo considerado o principal meio de comunicacao
com o ambiente exterior. Constitui um limite anatomico e uma barreira de protegao
contra ataques fisicos, quimicos e contra microorganismos. A sua existéncia é
imprescindivel a manutencdo da vida, além de outras caracteristicas peculiares que
variam com sua localizacao conferindo-lhe funcdes especificas (MANDELBAUM, 2003).

Apds uma lesdo na pele inicia-se o processo de cicatrizagao, onde uma seqiiéncia
de eventos bioldgicos envolvendo inflamacdo, quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacao
celular, remodelagao tecidual culminam com a correcao do defeito e a restauracao da
superficie da pele (CANDIDO, 2001; IRION, 2006). Os autores dividem esse processo
em trés fases, e enfatizam os aspectos macroscopicos e histoldgicos predominante em
cada uma: 12 fase — inflamatdria ou inicial caracterizada pela hemostasia e pela
resposta inflamatdria; 22 fase — intermediaria descrita pela fibroplasia (formacao do
tecido de granulacao e reepitelizacao) e de deposicao da matriz extracelular (MEC); e na
3@ fase a remodelagem (BALBINO, 2005; MANDELBAUM, 2003).

As feridas decorrentes das doencas cronico-degenerativas, em relacao ao
comprometimento tecidual, sao classificadas como feridas de espessura total, ou seja,
afeta a derme completa e pode se estender ao tecido celular subcutaneo. Portanto,
necessita da formagao de um novo tecido, o tecido de granulacdo. A cicatrizacao
também depende de varios fatores locais e gerais, como a localizagdo anatomica, o tipo
de pele e a raca (MANDELBAUM, 2003).

Plaquetas

As plaquetas sdo pequenas células anucleadas e discéides, derivadas dos
megacariocitos e possuem uma vida média de dez dias. Acredita-se que sua principal
funcao é manter a integridade do sistema circulatério evitando a perda de sangue. Apds
a lesdo na parede de um vaso ocorre a exposicao de colageno e, consequentemente, a
adesdo das plaquetas no local da injuria. Na presenca de trombina ocorre, em seguida,

a ativacdo plaquetaria devido a uma mudanca conformacional no receptor GPIIb/IIIa,



tornando-o apto a ligacao de diferentes glicoproteinas como fibrinogénio, FvW,
fibronectina e vitronectina possibilitando, assim, a agregacao plaquetaria. Finalmente,
esta ativacao catalisa a conversao de protrombina em trombina, uma enzima proteolitica
que transforma fibrinogénio em fibrina, formando uma rede aderente que estabiliza o
coagulo sangtiineo (GOMES, 2000).

Apesar de sua aparéncia simples no esfregaco de sangue periférico, onde se
mostram como simples fragmentos citoplasmaticos de aspecto granular, para
desencadear todo o0 mecanismo descrito acima as plaquetas possuem uma estrutura
discdide complexa e sua estrutura interna é dividida em quatro zonas:

1. Zona periférica — compreende membranas externa e interna (trilaminar) e outras
estruturas como o sistema de canais conectados a superficie (figura 2). Esse sistema de
canais é denominado de sistema canicular aberto e s3ao responsaveis pela troca de
moléculas com o meio externo (CASTRO, 2006). A membrana da plaqueta (figura 3) é
rica em glicoproteinas, que servem como alvos para as reacdes de adesao ou como
receptores que desencadeiam a ativagao plaquetaria (figura 4) (YIP, 2005).

2. Zona sol-gel — Essa regido se encontra abaixo da zona periférica (figura 2) e é
composta de: a) citoesqueleto, que fornece a sustentagdo para a forma discoide da
plaqueta; e b) do sistema contratil, que quando ativada permite a mudanca da forma
discoide, o prolongamento de pseuddpodes, a contracdo interna e a liberacao dos
constituintes granulares (TORTI, 1999).

3. Zona de organelas — Essa regido (figura 2) compreende os granulos a, que contém:
proteinas adesivas, FVW, trombospondina, vitronectina, fator de crescimento derivado
de plaquetas, fator IV plaquetario, fatores da coagulacao e inibidor do ativador
plasminogénio. E também os granulos densos, que contém: trifosfato de adenosina
(ATP), difosfato de adenosina (ADP), serotonina e calcio. Além dos granulos a e densos
possui componentes celulares, tais como lisossomos e mitocondria que participam dos
processos metabdlicos da plaqueta e armazenam enzimas e outras moléculas essenciais
para a funcao plaquetaria (FLAUMENHAFT, 2003).



4. Sistema membranar — Essa zona inclui o sistema tubular denso (figura 2) onde se

encontra ions calcio concentrado, importante para desencadear os eventos contrateis e

os sistemas enzimaticos (CASTRO, 2006).

Na membrana plaquetaria ha expressdo de dois tipos distintos de antigenos de significancia clinica. O primeiro
compreende os antigenos eritrocitarios e o polimérfico HLA (Human Leucocytes Antigens) de classe 1, enquanto o segundo sdo

antigenos especificos das plaquetas - HPA (Human Platelet Antigens) (METCALFE, 1999; SANTOSO, 2001).
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organizagao (CASTRO, 2006).

Figura 3- Ilustracdo dos receptores
da membrana plaquetaria (preto) e de

1%&.
% T v 'v. seus agonistas (cinza) (CASTRO,
“ﬁ Tmmboxana A, 2006).
PGlZr
Eprnefnna Prostaciclina
FvW F.ubnnogemo
A B

Figura 4 - Ilustracdo da ativagdo plaquetaria (A) e da liberagdo dos constituintes de seus
granulos a e densos (B) que ficam localizados na zona das organelas.



Aloantigenos expressos na membrana plaquetaria

Sistema Eritrocitario

As reacOes de aglutinacao das hemacias por isoaglutininas do soro sanguineo,
observadas por Landsteiner no inicio do século XX, permitiram classificar os seres
humanos para o primeiro sistema de grupo sanguineos descoberto, o sistema ABO
(BEIGUELMAN, 2003). Atualmente, sao reconhecidos 29 sistemas de grupos sanguineos
0os quais sao herdados geneticamente e definidos por seqiiéncia de aminoacidos
especificos que constituem uma proteina ou um carboidrato expresso na membrana
eritrocitaria. O sistema Rh é um mosaico constituido por varios antigenos, entre eles: C
¢ E e (HARMERING, 2006).

Apesar da diversidade e complexidade dos sistemas sanguineos eritrocitarios que
possuem extrema importancia para medicina transfusional, nas plaquetas ha somente a
expressao dos antigenos do sistema ABO e em baixa quantidade. De acordo com
Santoso (2001), esses antigenos estdo localizados nas glicoproteinas intrinsecas da
membrana plaquetaria GPIb, GPIIa, GPIIb, GPIV, GPV (SANTOSO, 2001).

Sistema HLA (Human Leukocyte Antigen)

O complexo principal de histocompatibilidade humano (CPH) ou sistema HLA
(Human Leukocyte Antigen) foi descoberto na década de 50, quando anticorpos
leucoaglutinadores foram identificados no soro de pacientes politransfundidos e de
mulheres multiparas. Os genes que codificam as moléculas de histocompatilidade estao

localizados no brago curto do cromossomo 6 (figura 5) (OLIVEIRA, 2002).
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Figura 5 — Ilustracdo do cromossomo 6 e dos genes que codificam as moléculas do sistema
HLA de classe I e II.

Didaticamente, o sistema HLA é dividido em trés regides: classe I, II e III,
conforme sua localizacao cromossomica. Os loci HLA-A, -B, -C codificam a cadeia a das
moléculas HLA de classe I classicas, e estdo presentes em praticamente todas as células
nucleadas. Os genes HLA-DR, -DQ e -DP codificam as moléculas do HLA de classe II
presentes, principalmente, na superficie de células apresentadoras de antigenos, células
dendriticas, macroéfagos e linfdcitos B. A regido de classe III possui genes que codificam
componentes do complemento, das enzimas 21-hidroxilase, proteina do choque térmico
e fator de necrose tumoral (ALVES, 2006).

As moléculas de classe I apresentam peptideos virais aos linfocitos T citotdxicos
(CD8+). Os antigenos virais produzidos pela degradacao intracelular das proteinas do
virus infectante e conectados as moléculas HLA de classe I sdo reconhecidos pelos
linfocitos CD8+ que promovem a lise das células por eles infectadas (ALVES, 2007). As
moléculas HLA de classe II estdo envolvidas na apresentacao de antigenos aos linfdcitos
T CD4+ que secretam citocinas e desempenham importante papel na rejeicao de
enxertos (LANDI, 1999).



Os genes do sistema HLA sdao os mais polimérficos dos mamiferos. E possivel que
o polimorfismo exista para garantir a sobrevivéncia das espécies, pois a heranca de um
haplotipo materno e paterno em co-dominancia faz com que cada pessoa possa
expressar em suas células diferentes moléculas de HLA, o que lhe confere a vantagem
de apresentar mais peptideos antigénicos as células T, e assim poder combater maior
numero de infeccdes. Quanto maior o polimorfismo do HLA numa populacdo, maior sera
a probabilidade de herdar haplétipos diferentes e, portanto, ser heterozigoto para todos
os loci (ALVES, 2005).

Aloimunizagao por HLA nas transfusdes sangiineas, ocorre quando as células
alogénicas do doador que expressam as diferencas polimoérficas dos alelos HLA sdo
responsaveis pela sensibilizacao do receptor. Os linfocitos T CD4+ especificos recebem o
primeiro sinal de ativacdo (via receptores de membrana) e outros estimulos
complementares que levam a proliferagdo e a producdao de citocinas. As citocinas
induzem a expansdo de clones de linfécitos T CD8+ alorreativos e/ou a diferenciacao de
linfocitos B em plasmdcitos. Os plasmdcitos secretam anticorpos especificos para os
determinantes antigénicos das moléculas HLA do doador. Paralelamente, células de
memoria, responsaveis pelas respostas anamnasticas, sao formadas. A aloimunizacao
pode ocorrer tanto pelos antigenos HLA classe I, presentes na superficie das plaquetas
e leucdcitos, quanto pelos antigenos HLA classe II, presentes na superficie de alguns
leucdcitos (OLIVEIRA, 2002).

Sistema HPA (Human platelet antigen)

Os antigenos plaquetarios humanos (Human platelet antigen - HPA) sdo
caracterizados por seqiiéncias polimérficas de nucleotideos nos genes que codificam
diferentes aminoacidos que sao expressos nas glicoproteinas da membrana plaquetaria
(figura 6) (ROBINSON, 2005; SHIH, 2003; WIWANITKIT, 2005). Esse polimorfismo pode
resultar no desenvolvimento de aloimunizacao diante da incompatibilidade entre doador
e receptor de plaquetas ou entre maes e fetos durante a gestagao. Pois, os anticorpos
anti-plaquetarios resultantes da aloimunizacao levam a destruicdao das plaquetas e,
consequente, plaquetopénia (CASTRO, 2004; PAVKOVIC, 2006).



A plaquetopénia decorrente da aloimunizagdao pode resultar em doencas
hemorragicas graves como a purpura trombocitopénica aloimune neonatal (PTAN) e a
purpura pos-transfusional (PPT). E também na resposta inadequada a transfusao de
plaquetas, conhecida como refratariedade plaquetaria (JONES, 2003; METCALFE,
1999; SANTOSO, 2001).

Atualmente, sdo conhecidos cinco sistemas aloantigénicos bialélicos (HPA-1 a -5)
e 11 antigenos de baixa freqiiéncia (HPA-6W, etc.) localizados em cinco glicoproteinas
da membrana plaquetaria: Gpla, Gplba, Gplbb, GpIlb e GplIlla. Os sistemas mais
freqlientemente envolvidos na aloimunizacao sao o HPA-1 e 5, seguidos pelo HPA-3,
HPA-2 e mais raramente o HPA-4 A (CASTRO, 2004).

Figura 6 - Ilustracao dos complexos glicoproteicos Ia-IIa, IIb-IIIa e Ib-IX expressos na
membrana plaquetaria (METCALFE, 2003).



3 - Obyetwos



Objetivo geral

Avaliar o potencial imunogénico dos curativos bioativos utilizados no tratamento de

feridas de diversas etiologias.

Objetivos especificos

. Ampliar os estudos que avaliam a correlacao dos antigenos eritrocitarios dos
sistemas ABO e Rh no processo de salde e doenca, especificamente no
processo de lesao ou cicatrizagao;

. Ampliar os estudos que apontam o antigeno eritrocitario Kell como um
marcador preditivo da evolucdo de feridas cronicas;

. Ampliar a determinacdo do potencial imunogénico dos curativos bioativos
monitorando a Pesquisa de anticorpos anti-eritrocitarios;

. Determinar o potencial imunogénico dos curativos bioativos monitorando a
Pesquisa de Anticorpos anti-HLA Classe I;

. Determinar o potencial imunogénico dos curativos bioativos monitorando a

Pesquisa de Anticorpos anti-HPA.



4 - Casuisioa ¢ Mésodos



Este capitulo sera didaticamente dividido em: 1. Constituicdo dos grupos de
estudo; 2. Parametros avaliados; e 3. Metodologia utilizada. Nem todos os pacientes
analisados para um parametro foram analisados para todos os demais. Os parametros
analisados relacionaram-se a fenotipagem dos antigenos eritrocitarios, pesquisa de

anticorpos: anti-eritrocitarios, anti-leucocitarios e anti-plaquetarios.

1. GRUPOS DE ESTUDO
Foi realizado um estudo multicéntrico onde um total 198 pacientes que
receberam a aplicagao dos curativos bioativos foi avaliado. No quadro abaixo segue uma

relacdo do nimero de pacientes avaliados e do servico ao qual pertencem:

Quadro 1 — Identificagao da origem do servigo dos pacientes estudados.

Grupo Servigo n
I Centro de Saude Quebec II — Maringa 62
(oriundos da Dissertacdo de Araijo, 2007)
11 Ambulatoério de Dermatologia e Cirurgia Vascular do Hospital das 40
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB)
III Ambulatério de Biocurativos do HC-FMB 72
I\ Hospital Amaral Carvalho de Jau (HAC-Jai) 15
V Programa Satude da Familia de Brotas 09
TOTAL 198

Todos os pacientes em uso dos curativos bioativos que constituiram esses grupos
de estudo tiveram os mesmo parametros de monitoramento e aplicagao dos curativos
como na metodologia utilizada para os pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu. Os pacientes oriundos do grupo I sao pertencentes a Unidade
Basica de Saude do Municipio de Maringd — Centro de Saude Quebec II, foram
acompanhados e monitorados pela aluna de mestrado Illymack Ferreira Canedo de

Araujo, cuja dissertacdo de mestrado foi defendida em fevereiro de 2007.



Os pacientes descritos nos grupos II e III que sao, respectivamente, do
Ambulatério de Dermatologia e da Cirurgia Vascular do HC-FMB e também os pacientes
do grupo V que sao do Programa Saude da Familia de Brotas foram acompanhados pela
Profa Dr@ Elenice Deffune, do Hemocentro do HC-FMB. Os pacientes do HAC-Jau, grupo
IV, foram acompanhados pela aluna de mestrado Rosemeire Simone Dellacrode
Giovanazzi, cuja dissertagao sera defendida em 2000.

Os pacientes avaliados nesse estudo foram incluidos neste protocolo de pesquisa
apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Este termo ficou sob a

responsabilidade de cada pesquisador com o seu grupo de pacientes.

2. PARAMETROS AVALIADOS

Os parametros avaliados relacionaram a fenotipagem dos antigenos eritrocitarios,
a presenca do antigeno Kell no tempo de evolucao com ferida aberta e a aloimunizagao
contra antigenos eritrocitarios, leucocitarios e plaquetarios.

Tendo em vista os custos do projeto, a determinacao do “n” foi diferente em
relacdo ao parametro de avaliagdo, como pode ser visto na descricdo de cada grupo de

estudo (quadro 2).

Quadro 2 — Identificacdo da origem do servigo dos pacientes estudados e os parametros de avaliacao.

N A B C D E F
Grupo Fenotij Fenoti Te de . .
2 ’/’&f%‘e’" 2 0%5;9 e s 0;506 PAI Anti-HLA Anti-HPA
I 62 X X X X
I 40 X X
58 X X
I 14 X X X X X X
IV 15 X X X X X X
I/ 09 X X X X X X
TOTAL 198 100 198 198 100 38 38

A - Fenotipagem para os antigenos do sistema ABO, Rh (D,C,c,E,e); B- Fenotipagem para o antigeno Kell (K) e celano (k); C—
Tempo de evolugdo com ferida aberta; D- Pesquisa de anticorpos eritrocitario ou pesquisa de anticorpos irregulares (PAI); E-
Pesquisa de anticorpos leucocitarios (anti-HLA de classe I); e F— Pesquisa de anticorpos plaquetarios (anti-HPA).



2.1 Fenotipagem eritrocitaria

Quanto a fenotipagem eritrocitaria foi realizada a determinacdo dos antigenos
do sistema ABO, Rh (D,C,c,E,e) e Kell (K,k). O intuito foi de relacionar algum
antigeno eritrocitario como marcador preditivo de evolucao das feridas cronicas
como havia sugerido a dissertacao defendida por Aratjo em 2007.

A fenotipagem para o sistema ABO e Rh (D,C,cE,e) foi realizada em 100
pacientes, conforme assinalado no quadro acima, e a fenotipagem para o antigeno
Kell (K,k) foi realizada nos cinco grupos de estudos, totalizando 198 pacientes.

Os resultados da fenotipagem ABO e Rh serao discutidos levando em
consideragao os relatdrios de freqiiéncia do Estado de Sao Paulo descritos no livro de
Beiguelman (2003). Ja os resultados da fenotipagem para o sistema Kell serdo
discutidos levando-se em consideracao os relatorios de fenotipagem de doadores de
sangue do Hemocentro de Botucatu. Nesta etapa, o grupo controle foi constituido
por doadores de sangue do Hemocentro do HC-FMB, cujo “n” correspondeu a 13.450
individuos e foi efetuada apenas a fenotipagem para os antigenos Kell (K) e cellano

(k) do sistema Kell.

2.2 Tempo de evolucao com ferida aberta
Quanto a avaliacdo do tempo de evolucao com ferida aberta os dados foram
agrupados em trés classes:
e 1a<5anos;
e 5a<20anos; e
e 20 anos ou mais.
O intuito da avaliagao do tempo de evolucdao com ferida aberta foi de relacionar
0 antigeno eritrocitario Kell como marcador preditivo de ma-evolucdo das feridas
cronicas como havia sugerido a dissertacao defendida por Aratjo em 2007. O

acompanhamento do tempo de evolucgao foi realizado nos 198 pacientes estudados.



2.3 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relagao a
formacao de anticorpos anti-eritrocitarios.

A realizacdo da pesquisa de anticorpos anti-eritrocitarios irregulares ou
simplesmente pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) foi instituida com objetivo de
analisar o potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacao aos antigenos
eritrocitarios sabendo-se que alguns destes antigenos encontram-se sollveis no
plasma. A PAI foi realizada nos grupos I, III, IV e V totalizando 100 pacientes. Os
resultados deste trabalho fazem uma andlise comparativa aqueles obtidos
preliminarmente por Araljo (Grupo I), com os executados nesta nova etapa do
projeto (Grupo III, IV e V).

2.4 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacao a
formacao de anticorpos anti-leucocitarios.

A realizagdo da pesquisa de anticorpos anti-leucocitarios foi instituida com
objetivo de analisar o potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacdao aos
antigenos HLA-classe I. Esses resultados foram executados nesta nova etapa do
projeto (Grupo III, IV e V).

2.5 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacdo a
formacao de anticorpos anti-plaquetarios.

A realizagdo da pesquisa de anticorpos anti-plaquetarios foi instituida com
objetivo de analisar o potencial imunogénico dos curativos bioativos em relagdo aos
antigenos expressos nas plaquetas (Human Platelet Antigens — HPA). Esses

resultados foram executados nesta nova etapa do projeto (Grupo III, IV e V).

3. METODOLOGIA UTILIZADA
3.1 Coleta de material bioldgico
Apds a selecdo e classificacdo o paciente foi submetido a coleta de sangue
periférico. Esse procedimento foi realizado somente apds a verificacao de dados que

confirmassem a identificacdao do paciente. A coleta de sangue foi realizada através do



garroteamento rapido do braco do paciente, assepsia com alcool 70° e a seguir a
venopungao (todo o procedimento de coleta foi realizado de acordo com o protocolo
estabelecido no hospital em questao).

Para a coleta do sangue foi utilizado Vacuette®, sistema de coleta de sangue a
vacuo, em dois tubos distintos: tubo EDTA Vacuette® contendo solucdo EDTA, essa
solucdo se liga aos ions calcio, bloqueando assim, a cascata de coagulacao para
obtencao de sangue total e/ou plasma. O outro tubo utilizado foi Sorologia
VACUETTE®, que sdo revestidos internamente com particulas de silica micronizada, as
quais ativam a coagulacdo quando os tubos sdo gentilmente invertidos. Além disso,
contém uma barreira de gel presente no fundo do tubo, e este material possui
densidade intermediaria entre o sangue coagulado e o soro e durante a centrifugacao,
a barreira de gel move-se para cima posicionando-se entre 0 soro e o coagulo,
formando uma barreira estavel que separa o soro dos outros componentes celulares.

As amostras foram corretamente identificadas (nome, registro e data da coleta)

como ilustra a etiqueta abaixo:

Nome Completo:

Registro: Data: /I

Apods a retracdo do coagulo as amostras foram submetidas a centrifugacdao por
10 minutos a 3200rpm e aliquotadas em microtubos tipo Eppendorf de 1,5mL para o

armazenamento em freezer —80°C.

3.2 Programacao para coleta de amostras de sangue do paciente
Os pacientes foram submetidos a coleta de amostras nos seguintes tempos:
e Do — Antes de iniciar o tratamento com os curativos bioativos.
e D3 — Trinta dias apds o inicio do tratamento.

e Dgo — Sessenta dias apds o inicio do tratamento.



3.3 Fenotipagem dos antigenos eritrocitarios

Essa avaliacao foi realizada somente no momento Dy para levantar os parametros

imunohematoldgicos de cada paciente.

3.3.1 Fenotipagem do sistema ABO ou Tipagem direta
Para a determinacao do sistema ABO foi aplicado a técnica de hemaglutinacao

em tubo utilizando anticorpos monoclonais comerciais anti-A, anti-B e anti-AB

(Diamed®).

3.3.1.1 Preparo da suspensado de hemacias a 5%
Foram diluidos em tubo de hemdlise;
e 50uL de concentrado de hemacias do paciente;

e 950uL de solugao fisioldgica 0,9%.

3.3.1.2 Realizacao do teste
e Foram nomeados trés tubos de hemdlise com: anti-A, Anti-B e Anti-AB;
e Adicionados 50uL do respectivo anticorpo monoclonal;
e Acrescentado 50uL da suspensao de hemacias em cada tubo;
e Homogeneizados;
e Submetidos a uma centrifugacao por 20 segundos a 3400rpm;

e A leitura foi realizada utilizando aglutinoscépio.



3.3.1.3 Interpretagao dos Resultados

Quadro 3 - Classificacao das reagdes de hemaglutinagdo conforme intensidade.

INTENSIDADE DE R ~
_ PARAMETROS DE OBSERVAGAO
HEMAGLUTINAGCAO
4+ Botdo sdlido
3+ Aglutinados em grumos grandes
2+ Aglutinado em grumos pequenos
1+ Aglutinado em grumos menores
W
Sem grumos a olho nu
(WEAK — FRACO)
Neg Hemacias livres e suspensas pelo tubo
Neg 1+ 2+ 3+ 4+

Figura 7 — Ilustracdao do modo de classificagdo das reagdes de hemaglutinacao pela

técnica em tubo.

3.3.1.4 Classificacao dos Resultados

Quadro 4 — Determinacao da classificacao ABO de acordo com a interpretagao dos
resultados de hemaglutinagao.
SISTEMA SANGUINEO ABO | Anti-A Anti-B Anti-AB

A + Neg +
B Neg + +
AB + + +

(o) Neg Neg Neg




3.3.2 Pesquisa de Isoaglutininas ou Prova Reversa ou Tipagem Reversa

De acordo a Resolucao RDC 153 de 14 de Junho de 2004, a tipagem reversa
deve sempre ser realizada para confirmagdo do grupo sanguineo ABO, testando o
soro ou plasma com uma suspensao de hemacias conhecidas A; e B e,
opcionalmente A, e O. Foi realizado pela técnica de hemaglutinagdo em tubo com

hemadcias comercias A; e B (Diamed®).

3.3.2.1 Realizagao do teste
e Foram nomeados dois tubos de hemolise com: A; e B;
e Adicionados 50uL da respectiva hemacia comercial;
e Acrescentado 100uL do soro do paciente em cada tubo;
e Homogeneizados;
e E submetidos a uma centrifugacao por 20 segundos a 3400rpm;

e A leitura foi realizada utilizando aglutinoscopio.

3.3.2.2 Interpretacao dos Resultados

e Os resultados foram interpretados de acordo com o item 3.3.1.3.

3.3.2.3 Classificacao dos Resultados

Quadro 5 — Classificacao das reacdes de hemaglutinagdao conforme intensidade.

SISTEMA SANGUINEO ABO HEMACIA A, HEMACIA B
A Neg +
B + Neg
AB Neg Neg
o + +




3.3.3 Fenotipagem do sistema Rh(D)

A presenca ou auséncia do antigeno D foi realizada pela técnica de
hemaglutinacao em tubo utilizando anticorpo monoclonal comercial anti-D
(Diamed®). De acordo com a Resolugdo RDC 153 de 14 de Junho de 2004, a
presenca do antigeno D deve ser determinada colocando-se os eritrocitos a serem
testados em contato com anticorpos anti-D, e em paralelo deve sempre efetuar um
controle de Rh, utilizando-se para isto soro-controle de Rh do mesmo fabricante do
soro anti-D.

Se a reacgao for negativa para a presenca do antigeno D, deve ser efetuada
técnica para a exclusao de D-fraco. Quando a prova para D ou a prova para D-fraco
resultar positiva deve ser rotulado como "Rh positivo". Quando ambas as provas
resultarem negativas deve ser rotulado como "Rh negativo".

Se a reacao com o soro-controle de Rh for positiva, a tipagem Rh é considerada
invalida e testes adicionais sao necessarios para resolucao do problema. Uma
alternativa € realizacdo do teste de antiglobulina direto (TAD) para verificar a
presenca de anticorpos ligados a hemacias o que facilitariam a aglutinacao

espontanea.

3.3.3.1 Preparo da suspensao de hemacias a 5%

e Conforme descrito no item 3.3.1.1.

3.3.3.2 Realizacao do teste
e Foram nomeados dois tubos de hemdlise com: anti-D e controle de Rh;
e Adicionados 50uL do anticorpo no primeiro tubo e 50ul do controle de Rh
no segundo;
e Acrescentado 50uL da suspensao de hemacias em cada tubo;
e Homogeneizados;
e Submetidos a uma centrifugacao por 20 segundos a 3400rpm;

e A leitura foi realizada utilizando aglutinoscopio.



3.3.3.3 Interpretacao dos Resultados

Os resultados foram interpretados conforme descrito no item 3.3.1.3.

3.3.3.4 Classificacao dos Resultados

Quadro 6 — Classificacao para fenotipagem do sistema Rh(D).

Anti-D Controle de Rh
Rh(D) positivo + Neg
Rh(D) negativo Neg* Neg*

* Necessario pesquisa para investigacao do D fraco (item 3.3.4).

3.3.4 Pesquisa do D fraco

Foram nomeados dois tubos de hemdlise com: anti-D e controle de Rh;
Adicionados 50uL do anticorpo no primeiro tubo e 50uL do controle de
Rh no segundo;

Acrescentado 50pL da suspensao de hemacias em cada tubo;
Homogeneizados;

Submetidos a uma centrifugacao por 20 segundos a 3400rpm;

Realizado a leitura utilizando aglutinoscépio;

Apods a leitura e interpretacao dos resultados os tubos foram levados
para incubacao em banho-maria (37°C) por 15 minutos;

Apos o periodo de incubacao foram submetidos a uma centrifugagao por
20 segundos a 3400rpm;

Foi realizada a leitura e interpretagao dos resultados;

As hemacias foram lavadas trés vezes com 5mL de solucdo fisioldgica
0,9%;

Na ultima lavagem o sobrenadante foi totalmente desprezado e ao botdo
de hemacias acrescentados 100uL de soro de Coombs poliespecifico ou
soro antiglobulina humana (AGH) comercial (anti-IgG, IgM e GCsd
(Diamed®));



e Os tubos foram homogeneizados;
e Submetidos a uma centrifugacao por 20 segundos a 3400rpm;

e E foi realizada a leitura.

3.3.4.1 Interpretagao dos Resultados

e Os resultados foram interpretados conforme descrito no item 3.3.1.3.

3.3.4.2 Classificacao dos Resultados

Quadro 7 — Classificacdao para fenotipagem do sistema Rh(D) apds a pesquisa do

Dfraco.
Fase Temperatura Ambiente 37°C AGH
Neg + +
Rh(D) positivo fraco
Neg Neg +
Rh(D) negativo Neg Neg Neg

3.3.5 Fenotipagem eritrocitaria para os antigenos C,c,E, e, K k
Para determinacdo da presenca dos antigenos C, ¢, E, e, K, k foi utilizado a
técnica de gel centrifugacdo (ID-Micro Typing System (Diamed®)). O gel teste é um
método para microtipagem de grupos sanguineos e também para pesquisa e
identificacao de anticorpos irregulares. Essa metodologia apresenta uma forma
assertiva de leitura das reacOes de aglutinacdo, sem duvidas de interpretacdes, com
resultados eficientes e seguros. Cada microtubo contem em seu interior gel

Sephadex que ndo permite a passagem de hemacias quando aglutinadas.

Figura 8 — Ilustracao do cartdo para fenotipagem
dos antigenos dos sistemas Rh e Kell. Cada
microtubo contém o anticorpo contra o antigeno
identificado para determinacdo da presenca ou

auséncia do antigeno.



3.3.5.1 Preparo da suspensao de hemacias a 1%
Foram diluidos em tubo de hemdlise
e 25uL de concentrado de hemacias;
e 500pL de ID-Diluente 1 (Solucdo de Bromelina - Diamed®);
e Deixar a diluicdo em repouso por no maximo 10 minutos a temperatura

ambiente.

3.3.5.2 Realizagao do teste
e O cartao foi identificado com nome e registro do paciente;
e Foi adicionado em cada microtubo 12,5uL da diluicao descrita no item
3.3.5.1;
e Submetidos a uma centrifugagdo de 1075rpm por 10 minutos em
ID- Centrifuga 12S II (Diamed®).

3.3.5.3 Interpretacao dos Resultados

4+ 3+ 2+ 1+ Neg

Figura 9 - Ilustracdo do modo de classificacdo das reacoes de hemaglutinacao em gel teste
evidenciando a presenga e auséncia do antigeno a ser determinado.



3.4 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacao aos
antigenos eritrocitarios.
Para anadlise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacdo aos

anticorpos anti-eritrocitarios foi realiza a pesquisa de anticorpos irregulares (PAI), para
isso hemacias comerciais (Diamed®) previamente fenotipadas foram utilizadas para a
deteccao de anticorpos irregulares clinicamente significativos. Para deteccao de
anticorpos em meio salino e em meio de baixa forca ionica foi utilizado o kit DiaCell
I+II. Para deteccdo de anticorpos em meio enzimatico foi utilizado o kit DiaCell
I+II+III-P (hemacia papainizadas). Essa pesquisa foi realizada em trés metodologias
distintas devido as caracteristicas de reacao dos anticorpos das classes IgM e IgG. E
também, pelo fato de alguns anticorpos potencializarem sua agdo ou serem destruidos
na presenca da enzima papaina.

Esta analise foi realizada no momento Do para identificar a pré-existéncia desses
anticorpos antes do inicio do tratamento especifico e o re-monitoramento dos dias +30
e +60 para verificar se o tratamento com os curativos bioativos pode induzir a

aloimunizagao anti-eritrocitaria.

3.4.1 PAI em meio salino
A PAI em meio salino foi realizada para verificar a presenca de anticorpos
anti-eritrocitarios da Classe IgM através de reacdo de hemaglutinacao pela

técnica em tubo.

3.4.1.1 Realizacao do teste
e Foram nomeados trés tubos de hemolise com: I, II e Ac (autocontrole);
e Nos tubos nomeados com I e II foram adicionados 50uL da respectiva
hemacia;
e No terceiro tubo foi adicionado 50uL da hemacia do paciente diluidas de
acordo com o item 3.3.1.1,
e A todos os tubos foram acrescentados 100L de soro ou plasma;

e Homogeneizados;



Deixados a temperatura ambiente por 30 minutos;

E foi realizada a leitura utilizando aglutinoscdpio.

3.4.1.2 Interpretagao dos Resultados

Os testes foram interpretados seguindo a descrigao do item 3.3.1.3.

3.4.2 PAI em meio de baixa forga ionica

A PAI em meio de baixa forca ionica foi realizados para verificar a presenca de

anticorpos da Classe IgG através de reacao de hemaglutinagdo pela técnica em

tubo.

3.4.2.1 Realizacao do teste

Foram nomeados trés tubos de hemdlise com: I, II e Ac (autocontrole);
Nos tubos nomeados com I e II foram adicionados 50uL da respectiva
hemacia;

No terceiro tubo foi adicionado 50uL da hemacia do paciente diluidas de
acordo com o item 3.3.1.1;

A todos os tubos foram acrescentados 100uL de soro ou plasma;
Homogeneizados e submetidos a uma centrifugagao por 20 segundos a
3400rpm;

Foi realizada a leitura e feito anotacdo dos resultados;

Aos tubos foram acrescentado 200uL de DiaLiss® (Diamed®);

Levados ao banho-maria 37°C por 5 minutos;

Apds a incubacao foram adicionados 5 mL de solucao fisioldgica 0,9% e
submetidos a uma centrifugagao por 60 segundos a 3400rpm;

O ultimo passo descrito foi repetido por mais 2 vezes;

O sobrenadante da ultima lavagem foi desprezado totalmente por
inversdo e adicionados 100uL de soro de Coombs poliespecifico

(Diamed®);



e Homogeneizados e submetidos uma centrifugacao por 20 segundo a
3400rpm;
e Foi realizada a leitura e aos tubos cujo resultado foram negativos foi

adicionado hemacias controle revestidas com IgG.

3.4.2.2 Interpretagao dos Resultados

Os testes foram interpretados seguindo a descricao do item 3.3.1.3.

3.4.3 PAI em meio enzimatico

Em meio enzimatico pode ocorrer a potencializacao ou destruicdo das reacoes
antigeno-anticorpo. Se a reacao for potencializada é facilitada a deteccao de
alguns anticorpos, principalmente daqueles dirigidos contra o sistema Rh. A
técnica utilizada foi método de gel centrifugacao (ID-Micro Typing System
(Diamed®)).

3.4.3.1 Realizacdo da Técnica

e Foram nomeados trés microtubos do cartao de NaCl (cartdao neutro) com
0s numeros: I, II e III;

e A cada microtubo foi adicionado 50uL da respectiva hemacia de triagem
e 25pL de soro ou plasma do paciente;

e O cartao foi levado a incubadora 37°C (ID-Incubadora) por 15 minutos;

e Apds o término da incubagdo foi submetido a uma centrifugacao de
1075rpm por 10 minutos em ID- Centrifuga 12S II (Diamed®);

e Ao término foi realizada a leitura conforme item 3.3.5.3.

3.4.4 Identificacao de anticorpos irregulares (IAI)
Quando detectado a presenca de anticorpo na PAI foi realizados a identificacao

em painel de hemécias (Diamed®) nas mesmas técnicas onde a PAI foi positiva.



3.5 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacdao aos
antigenos leucocitarios.
Antigenos leucocitarios humanos de classe I podem também estar solUveis no

plasma e estao relacionados na literatura como tendo um importante papel na
imunomodulacdo. Estes antigenos podem ser dosados por diferentes técnicas, incluindo
as técnicas de ELISA. No entanto como nesta etapa do trabalho o foco foi a analise do
potencial imunogénico dos curativos bioativos, a metodologia delineada foi a pesquisa
anticorpos anti-leucocitérios pelo método de citometria de fluxo utilizando kit FlowPRA®.,
Esta analise foi realizada no momento Do para identificar a pré-existéncia desses
anticorpos antes do inicio do tratamento especifico e o re-monitoramento dos dias +30
e +60 para verificar se o0 tratamento com uso de biocurativos pode induzir a

aloimunizagao anti-leucocitaria.

3.5.1 FlowPRA® Screening Test (LOT 012)

Foi realizado o teste de rastreio FlowPRA®, que sdo reagentes de citometria de
fluxo para deteccao de anticorpos de reacdo ao painel (PRA) relativos aos antigenos
HLA de Classe I. O teste consistiu na analise do soro do paciente quando colocados
em contato com esferas FlowPRA®, que sdo micro particulas (2 a 4 um de didmetro)
revestidas com antigeno HLA classe I purificado. A leitura foi feita em Citometro BD
FACS Calibur no laboratorio de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Botucatu.

De acordo com a descricao do fabricante (One Lambda, Inc.) as vantagens
desse teste é a exclusdo de antigeno nao-HLA evitando, assim reacodes falso-
positivas. Além de ser um teste de rastreio altamente sensivel e reprodutivel.

As esferas FlIowPRA® I s3o compostas por uma agrupamento de 30 esferas da
classe I, cada umas dessas esferas estao revestidas com diferentes antigenos HLA
purificados da classe I. Todos os antigenos comuns HLA, bem como muitos
antigenos raros entdo representados no agrupamento. A percentagem de anticorpos

de reacdo ao painel é representada pelo percentual de esferas que reagem de forma



positiva ao soro. Por isso, permitiu ndao somente saber a positividade ou a
negatividade, mas também o percentual de PRA.
3.5.1.1 Realizacao do teste

e As esferas foram homogeneizadas no agitador vortex;

e 20uL de soro do paciente foi incubado com 5uL de esferas FlowPRA em
Eppendorf de 1,5mL por 30 minutos sob agitagao no escuro entre 20 e
25°C;

e Finalizado o tempo de incubacao foi adicionado 150uL do tampao de
lavagem a cada Eppendorf,

e Submetido a agitacdo em vortex e centrifugado a 3075rpm por 2 minutos;

e O sobrenadante foi aspirado e lavagem repetida mais uma vez;

e Foi seguido de coloragao com 100uL de anticorpo IgG anti-humano (Fab’)
conjugado com FITC (marcacao fluorescente);

e Submetido a agitacdo em vortex e incubados por 30 minutos sob agitacdao
no escuro entre 20 e 259C;

e Finalizado o tempo de incubacao foi adicionado 0,5mL de solugao fixante a
cada tubo e realizado a leitura;

e Paralelamente foram testados soros controle positivo e negativo;

e O controle positivo foi realizado através de uma amostra integrante do kit e
também pela incubacdo das esferas FlowPRA com anticorpo HLA-ABC anti-
human (BD Pharmingen™ FITC anti-human HLA-A,B,C/Lote 0000053110/Cat n® 555552);

e O controle negativo foi realizado através de soro de doador de sangue do
tipo AB com PAI negativo. Apesar da PAI ser um teste de avaliacao da
presenca de anticorpos contra antigenos eritrocitarios, para realizacdo de
um controle negativo esse tipo de amostras € selecionada para minimizar a
interferéncia dos anticorpos naturais (anti-A e anti-B) que podem ser tanto
da classe IgM como IgG com alto titulo em individuos do grupo “O” e

também de outros anticorpos com significado clinico.



3.5.1.2 Aquisicao de dados
e Foi mensurada a fluorescéncia verde de 10.000 eventos para cada amostra;
e A maior populacao de esfera FlowPRA foi selecionada no diagrama por
pontos FSC vs. SSR (tamanho x granulosidade) e obtido um histograma FL1

para cada amostra.

FlowPRA-CTL OS - HLA ABC.005

Figura 10 - Diagrama de pontos (DOT PLOT)
de Tamanho X Granulosidade (FSC X SSC).

Aquisicao: 10.000 eventos (esferas).
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3.5.1.3 Andlise de dados

e Foram utilizados soros de controle positivo e negativo para definir os pontos
de corte no histograma FL1. O percentual de reacdes positivas foi medido
pelos eventos deslocados a direita do ponto de corte.

e De acordo com as descricdes do fabricante os soros positivos podem gerar
um pico de deslocacao Unico ou multiplos picos. Quando o percentual de
PRA fosse inferior a 10% o histograma deveria ser cuidadosamente
analisado.

e Além disso, as amostras que apresentarem um segundo pico distinto na
regiao positiva deveriam ser consideradas positivos, pois 0s soros negativos

geram, normalmente, um pico Unico.
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3.6 Analise do potencial imunogénico dos curativos bioativos em relacao aos
antigenos plaquetarios
As plaquetas expressam uma heterogeneidade antigénica importante como

descrito na Introducao desta dissertacdo. Antigenos plaquetarios sollveis sdao descritos,
e isto pode, de um lado, determinar a aloimunizagdo e por outro, exarcerbar uma
aloimunizagao pré-existente. Um dos antigenos sollveis plaquetarios mais relacionados
com a resposta imune é a proteina transmenbranaria de tipo II, com 33 kDa de peso

molecular conhecida como CD154. Originariamente sao identificadas como ativadoras



dos linfécitos T e ligantes para CD40, molécula esta de ativacao das células B e das
células apresentadoras de antigeno. Células marcadas com CD154 tém sido relacionadas
com mediadores de células endoteliais. Diante destas constatacOes, estabeleceu-se um
protocolo para avaliar o potencial imunogénico pesquisando a eventual formacao de
anticorpos que reconhecam plaquetas humanas normais. Esta metodologia é conhecida
como PIFT (platelet immunofiuorescence test), realizada por citometria de fluxo e trata-
se do teste de Coombs indireto plaquetario (CIP).

Esta analise foi realizada no momento Do para identificar a pré-existéncia desses
anticorpos antes do inicio do tratamento especifico e o re-monitoramento dos dias +30
e +60 para verificar se o tratamento com os curativos bioativos pode induzir a

aloimunizagao contra anticorpos anti-plaquetarios.

3.6.1 Teste de Coombs indireto Plaquetario (CIP)
O teste de Coombs indireto plaquetario € um método soroldgico onde as
plaquetas sao incubadas com o soro de interesse, posteriormente lavadas,
incubadas com anti-IgG humana marcada e lidos em Citobmetro BD FACS Calibur, no

laboratdrio de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Botucatu.

3.6.1.1 Preparacao das amostras

e Foram separados concentrados de plaquetas de doadores (O+) e realizados
pool para aumentar a diversidade dos antigenos plaquetarios;

e Esse pool/ de plaquetas (PRP) foi submetido a uma centrifugacao a 4000rpm
por 5 minutos;

e O sobrenadante foi desprezado e o botdo plaquetario foi lavado em
PBS-EDTA 0,1% por 2 vezes;

e A concentracdo plaquetéria foi ajustada entre 100 a 150.000/mm>.

e Foi separado o soro de doador de sangue AB com PAI negativo para realizar
o controle negativo (detalhes item 9.1.1);

e O tampao PBS-EDTA 0,1% foi preparado do seguinte modo:

- NaCl = 4,069



- Na;HPO4 = 0,049813g
- Na,EDTA = 0,0099635¢

Dissolvidos em 1 litro de agua estilada.

3.6.1.2 Realizacao do teste

3 tubos Eppendorf foram separados e nomeados com os nimeros 1, 2 e 5
para realizagao dos controles;

2 tubos Eppendorf foram separados por paciente e nomeados com o
nimero de 3 e 4;

Nos tubos 1 e 2 foram adicionados 100uL do pool de plaquetas e 100uL de
soro AB reservado;

Nos tubos 3 e 4 foram adicionados 100uL do pool de plaquetas e 100uL de
soro do paciente;

No tubo 5 foi adicionado 100uL de soro do paciente;

Todos os tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C;

Apds o periodo de incubacdo foi realizado uma lavagem com 500uL de
PBS-EDTA 0,1% a 4200rpm por 10 minutos;

O sobrenadante da ultima lavagem foi retirado com muito cuidado para nao
perder as plaquetas;

Posteriormente foi realizada a incubagao com o respectivo anticorpo por 30

minutos a temperatura ambiente no escuro:

TUBO 1: 10pL de anti-human MsIgG FITC
(clone BIDU-38-116A10BB produzido “/in house”
Controle negativo do teste

TUBO 2: 10pL de anti-human IgG (Fab) FITC
(Polyclonal Rabbit anti-human IgG/FITC F(ab") 2 - DAKO)
Controle negativo do teste



TUBO 3: 10pL de anti-human MsIgG FITC
(clone BIDU-38-116A10BB produzido “/n Aouse”)
Controle negativo do teste do paciente

TUBO 4: 10pL de anti-human IgG (Fab) FITC
(Polyclonal Rabbit anti-human IgG/FITC F(ab") 2 - DAKO)
TESTE DO PACIENTE

TUBO 5: 10pL de anti-human CD41 FITC
(Monoclonal mouse anti-human CD41, Platelet Glycoprotein IIb/FITC — clone 5B12)
Controle positivo do teste
e Apds o periodo de incubacao os tubos foram ressuspensos com 500uL de

PBS-EDTA 0,1% para realizacao da leitura.

3.6.1.3 Aquisicao de dados
e As amostras foram lidas em citometro de fluxo BD modelo FACSCalibur no
programa CELL-QUEST para andlise em plaquetas. Inicialmente foi
realizada, a identificacdo das populacdes de células e selecionada a
populacdo de interesse. Essa identificacdo foi dada através de diagrama por
pontos FSC vs. SSR (tamanho x granulosidade) e posteriormente obtido um

histograma FL1 para cada amostra.

HPA-CTL POSITIVO IGG FAB.OOz// Hemacias
Do} 3

4|

]

ia-

| 1 Plaquetas

el

H i
ual

R1

S5CHeight

ip!
|

< ‘debris”

il

S
109 10! 102 103 104
FSC-Height

Figura 13 - Diagrama de pontos (DOT PLOT) de Tamanho X Granulosidade (FSC X SSC).
O gréfico foi realizado em escala logaritmica para destacar a populacdo de plaquetas

(células de interesse) excluindo as hemacias (canto superior direito) e o debiris (lixo celular



3.6.1.4 Andlise de dados

e Apds a selecao da populacdo de interesse foi utilizado o controle positivo e

0 negativo para definir os pontos de corte no histograma FL1. O percentual

de reacdes positivas foi medido pelos eventos deslocados a direita do ponto

de corte.

e De acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratério de Citometria de

Fluxo do Hemocentro de Botucatu, por se tratar de um teste onde o soro do

paciente nao recebe nenhum tratamento pode haver reacao com qualquer

outro tipo de anticorpo da classe IgG presente no soro. Portanto, adota-se

positivo os testes cujo % do gate for superior a 10%.
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Figura 14 - Histograma (FL1) controle negativo.
Percentual do Gate - 4,50%
(Tubo 2)

Figura 15 - Histograma (FL1) controle positivo.
Percentual do Gate -97,52%
(Tubo 5)






1- Grupo de Estudo

O presente trabalho mostra a realizagdo de um estudo multicéntrico realizado no
Centro de Saude Quebec II do Municipio de Maringa-PR, no Ambulatério de
Dermatologia e Cirurgia Vascular do HC - FMB, no Ambulatério de Biocurativos do
HC-FMB, no HAC-Jau e no Programa Saude da Familia de Brotas. A figura 16 ilustra um

grafico com o percentual de pacientes acompanhados em cada local do estudo.

B - Centro de Saude Quebec Il — Maringé

B Il - Ambulatério de Dermatologia e Cirurgia Vascular do HC-FMB
O1ll - Ambulatério de Biocurativos do HC-FMB

OI1V - Hospital Amaral Carvalho de Jau (HAC-Jau)

OV - Programa Saude da Familia de Brotas

Figura 16 — Percentual de pacientes por grupo de estudo.

Conforme descrito na Casuistica e Métodos somente alguns pacientes do grupo
IIT e também os pacientes dos grupos IV e V (total de 38 pacientes) foram submetidos
a avaliacdo do potencial imunogénico dos curativos bioativos para formacao de
anticorpos anti-leucocitarios e anti—plaquetarios. A programacao descrita para a coleta
de amostras de sangue desses pacientes é que seriam submetidos a uma coleta antes
de iniciar o tratamento (Dg) com os curativos bioativos e também aos 30 (D3g) e 60
(Dgo) dias posteriores. Porém, muitas dificuldades foram encontradas para cumprir a

programacao que foi estabelecida, pois a maioria dos pacientes estava recebendo



atendimento ambulatorial e levavam o produto para casa dando continuidade ao
tratamento em carater domiciliar. Além disso, foram encontrados problemas comuns e
freqUentes que acontecem em pesquisa envolvendo seres humanos. Um exemplo disso
foi os pacientes que foram a obito no decorrer do tratamento em virtude de sua
patologia de base, principalmente nos pacientes pertencentes ao HAC-Jad, pois alguns
se encontravam em estagio avangado da doenga oncoldgica.

A figura 17 evidencia que 5% (n=2) tiveram alta e ndao retornaram para coleta
das outras amostras e que 11% (n=4) foram a 6bito. Em outros 5% (n=2) foi possivel o
acompanhamento por mais de 6 meses e em mais 5% (n=2) foi possivel o
acompanhamento por 3 meses, ou seja, um prazo maior do que havia sido estabelecido.
Em 26% (n=10) o acompanhamento foi realizado por 2 meses e em 8% (n=3) dos
pacientes por 30 dias. Os 39% (n=15) restantes s tinham a amostra antes de iniciar o

tratamento até a finalizacao desse estudo.

n =38
B Somente coleta inicial W Alta do tratamento sem retorno para coleta de amostra
O Obito OAcompanhamento > 6meses
OAcompanhamento por 3 meses B Acompanhamento por 2 meses
B Acompanhamento por 30 dias

Figura 17 — Percentual de pacientes em relacdo ao tempo de acompanhamento e o
levantamento de outros fatores que levaram a nao conclusao do tempo estabelecido.
2- Fenotipagem eritrocitaria



Acreditava-se que os antigenos dos sistemas de grupos sangiiineos eram restritos
a membrana eritrocitaria. Atualmente sabe-se que esses antigenos também estdo
presentes nas demais células como nas epiteliais, endoteliais e nas plaquetas
(DALBESTEEN, 2004). Nas plaquetas esses antigenos localizam-se nas glicoproteinas
intrinsecas da membrana plaquetaria (SANTOSO, 2001). Em decorréncia disso
desempenham um importante papel na integridade, adesao e transporte tanto intra
como intercelular. Dentre essas se destaca a adesdo celular, pois a sua manutencao é
primordial para o desempenho esperado dos processos fisioldgicos e patoldgicos, como:
inflamacao, cicatrizacao de feridas e neoplasias (REID, 2001).

Recentes estudos evidenciaram, ainda, que a expressao do precursor do sistema
ABO, o antigeno H, nas células epiteliais estaria envolvido na angiogénese, processo
essencial para cicatrizagdo de feridas (DABELSTEEN, 2004). Ja os antigenos do sistema
Lewis que também estdo expressos no epitélio da mucosa gastrica influenciariam na
colonizagao e posterior infecgao pelo H. pylori (REID, 2001).

Em relacdo a freqléncia do sistema sanguineo ABO encontrado nos 100
pacientes estudados que estavam compreendidos nos grupos I, III, IV e V encontra-se
detalhado na figura 18. Observamos que a maioria dos pacientes pertencia aos grupos
O e A, respectivamente, 43% (n=43) e 39% (n=39). A menor incidéncia foi encontrada
nos grupos B com 14% (n=14) e no grupo AB com 4% (n=4).

Esses dados demonstram que a amostra estudada compreende os dados de
distribuicdo fenotipica normal para a populagdo do estado de Sao Paulo e da cidade de
Maringd nao havendo parametros que aponte a determinagdo do sistema ABO como

marcador de maior ou menor prevaléncia para o processo de lesdo ou cicatrizagao.
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Figura 18 — Grafico evidenciando a distribuicdo de freqiiéncia do sistema sanguineo ABO que
foi avaliada em 100 pacientes dos grupos de estudo |, I, IV e V.

O sistema Rh, juntamente com o sistema ABO, tem enorme importancia clinica
por causa da alta capacidade imunogénica do antigeno D (BEIGUELMAN, 2003). Esse
sistema € um mosaico constituido por varios antigenos: D, C, ¢, E, e (COVAS, 2001;
LORENZI, 2003).

Os dados obtidos com a classificacdo da fenotipagem dos antigenos do sistema
Rh encontram-se na figura 19 e revelam que 83% (n=83) sao positivos para presenca
do antigeno D. Em 63% (n= 63), 77% (n=77), 17% (n=17) e 100% (n=100) estavam
presentes, respectivamente, os antigenos: C, c, E, e.

Alguns pacientes apresentaram dupla populacdo de hemacias (hemacias positivas
e negativas para o antigeno) ao ter seu fendtipo determinado. Esse fato ocorre quando
é determinado o fendtipo do paciente e esse recebeu transfusdo de hemocomponentes,
especificamente concentrado de hemacias, nos trés ultimos meses anteriores a
fenotipagem, pois ainda ha hemacias do doador circulantes em seu corpo ndao sendo
possivel determinar se o doador ou o receptor era positivo ou negativo para o antigeno
em questdo. Tal situacdo ocorreu em 4% (n=4) dos 100 pacientes fenotipados para o

sistema Rh. Desses 4 pacientes, 100% pertenciam ao HAC-Jau e tratavam-se de



pacientes em curso de tratamento oncoldgico, cuja necessidade de transfusdao de

hemocomponentes é constante para a continuidade e sucesso do tratamento.
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Figura 19 — Grafico evidenciando a distribuicdo de freqiiéncia dos antigenos D, C, ¢, E, e que
foi avaliada em 100 pacientes dos grupos de estudo I, III, IV e V.

A freqliéncia para presenca dos antigenos D,C,c,E,e demonstram também que a
amostra estudada compreende os dados de distribuicao fenotipica normal para a
populacao do estado de Sdo Paulo e da cidade de Maringa nao havendo parametros que
aponte os principais antigenos do sistema Rh como marcador de maior ou menor
prevaléncia para o processo de lesdo ou cicatrizagao.

O sistema de grupo sangiiineo Kell € uma interessante mescla de antigenos de
baixa e alta freqiéncia sendo, respectivamente, o antigeno K (Kell) e seu
correspondente antitético k (cellano) os principais (CALHOUN, 2006). A glicoproteina
gue “carrega” os antigenos deste sistema eritrocitario € uma proteina de membrana do
tipo II. Essas glicoproteinas Kell sdo enzimas endothelin-3-converting que

especificamente “clivam” a endotelina-3 em endotelina-3 bioativa. As endotelinas sao



potentes proteinas vasoativas (REID, 2001) que possuem varias fungdes bioldgicas
dentre elas a vasoconstricao (LEE, 1999).

Em estudo anterior, realizado por Aradjo (2007), o antigeno Kell esteve presente
em hemacias dos pacientes portadores de feridas cronicas de membros inferiores. Este
fato despertou interesse de investigacao cientifica em funcdo da biologia e bioquimica
deste sistema. Houve uma clara relagao entre a ma-evolugao do processo de cura da
ferida e a presenca do antigeno Kell, ou seja, pacientes que eram K+ foram os que
apresentaram feridas mais dificeis de serem abordadas e exigiam maior tempo de
tratamento. Diante do exposto, optou-se por ampliar este estudo voltado para o
estabelecimento da presenca do antigeno Kell como um possivel marcador de
ma-evolucao de Ulceras cronicas de membros inferiores.

Os dados obtidos com ampliacdo no numero de pacientes fenotipados para o
sistema eritrocitario Kell estao descritos no quadro 8, e relacionam o numero de
pacientes portadores de feridas cronicas decorrentes de insuficiéncia venosa (I.V.), suas
co-morbidades associadas e sua relacdo com a presenca (K+k+) e auséncia (K-k+) dos
antigenos Kell (K) e cellano (k). As co-morbidades associadas a I.V. que foram mais
freqlientes nos pacientes estudados foram a hipertensao arterial sistémica (H.A.S.), o

diabetes mellitus e a insuficiéncia cardiaca (I.C.).



Quadro 8 - O quadro demonstra o nimero de pacientes portadores de feridas cronicas
fenotipados para os antigenos K (Kell) e k (cellano), suas co-morbidades associadas e o
percentual representativo de pacientes K+k+ e K-k+ em cada grupo. O primeiro grupo de
pacientes corresponde aos portadores de feridas cronicas associados H.A.S. O segundo grupo
corresponde aos pacientes portadores de feridas cronicas associados a H.A.S., diabetes mellitus
e I.C. O ultimo grupo corresponde aos pacientes portadores de feridas cronicas decorrentes da
L.V. isolada.

Pacientes portadores de feridas K+k+ K-k+
cronica e doencas associadas N (%) N (%) TOTAL
H.A.S. 7 (8,86) 72 (91,14) 79
H.A.S. + Diabetes + I.C. 10 (10,64) 84 (89,36) 94
Somente L.V. 5 (20) 20 (80) 25
TOTAL| 22 (11,11) 176 (88,89) 198

Os dados demonstrados no quadro 8 registram um total de 198 pacientes
portadores de feridas cronicas de dificil controle. Todos estes pacientes foram
submetidos a fenotipagem dos antigenos eritrocitarios K (Kell) e k (cellano). Os dados
de fenotipagem associados a co-morbidades revelam que 39,90% (n= 79) tinham
H.A.S. e que 8,86% (n=7) deste grupo sao Kell positivo. Quando se analisa a ferida
cronica com mais de uma co-morbidade, aparece a concomitancia de H.A.S., diabetes
meéllitus e comprometimento cardiaco. O termo comprometimento foi utilizado para
representar tanto pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca como aqueles que
tiveram pelo menos um episddio de Infarto Agudo do Miocardio, mas que nao evoluiram
para uma insuficiéncia cardiaca. Este grupo representa 47,47% (n=94) dos individuos
sendo que 10,64% (n=10) eram positivos para o antigeno Kell. O terceiro grupo
representa 12,12% (n=25) do total de pacientes analisados, ou seja, pacientes
portadores somente de I1.V., sem H.A.S., doenca cardiaca ou diabetes, mas incluindo
outras co-morbidades como Mal de Hansen, doengas reumatoldgicas e imunes, o
percentual de individuos com fenétipo Kell positivo neste grupo foi de 20% (n=5).

Os resultados obtidos com o a fenotipagem do sistema Kell nos pacientes

estudados foram comparados a freqiiéncia fenotipica na populacao de doadores de



sangue do Hemocentro da HC-FMB e os resultados encontram-se detalhados no

quadro 9.

Quadro 9 - Quadro comparativo da freqiiéncia do fendtipo K+k+ e K-k+ nos doadores de
sangue do Hemocentro da HC-FMB em relacdo aos pacientes portadores de feridas cronicas e
suas co-morbidades associadas. O grupo F.C.+H.A.S. corresponde aos pacientes portadores de
feridas cronicas associados com H.A.S. O grupo F.C.+H.A.S.+Diabetes+I.C. corresponde aos
pacientes portadores de feridas cronicas associados a H.A.S., diabetes mellitus e 1.C. O ultimo
grupo (F.C.+1.V.) corresponde aos pacientes portadores de feridas cronicas decorrentes da I.V.
isolada.

Populagdo de Estudo I?E:;; I;-(I;:)— TOTAL
Doadores de Sangue - Hemocentro HC-FMB 471 (3,5) | 12979 (96,50) | 13450
F.C. + HAAS. 7 (8,86) 72 (91,14) 79
F.C. + H.A.S. + Diabetes + I.C. 10 (10,64) 84 (89,36) 94
F.C. + LV. 5 (20) 20 (80) 25

Os resultados do percentual de pacientes portadores de feridas crénicas que sao
K+k+ quando comparados com o percentual de doadores de sangue K+k+,
destacam-se e encontram-se detalhados na figura 20. Pois, nho Hemocentro do HC-FMB
a freqiiéncia de doadores positivos para fendtipo Kell em 2008 foi de 3,5%, enquanto
que essa freqliéncia nos portadores de feridas cronicas foi de: 8,86% no grupo de
pacientes com H.A.S associada; 10,64% no grupo de pacientes com
H.A.S.+Diabetes+1.C. associada; e 20% no grupo corresponde aos pacientes somente
com 1.V. Os dados encontrados sugerem que a fenotipagem do sistema eritrocitario Kell
em pacientes portadores de feridas cronicas € um marcador bioldgico de facil deteccao

que pode ser sugestivo de cronicidade.
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Figura 20 - Grafico de linha comparando o percentual de pacientes K+k+ nos doadores de
sangue do Hemocentro da HC-FMB e nos pacientes portadores de feridas cronicas e suas co-
morbidades associadas. O grupo F.C.+H.A.S. corresponde aos pacientes portadores de feridas
cronicas associados com a hipertensdo arterial sistémica. O grupo F.C.+H.A.S.+Diabetes+I.C.
corresponde aos pacientes portadores de feridas cronicas associados a H.A.S., diabetes mellitus
e insuficiéncia cardiaca. O ultimo grupo (F.C.+1.V.) corresponde aos pacientes portadores de
feridas cronicas decorrentes da insuficiéncia venosa isolada.

A freqliéncia dos antigenos eritrocitarios K (Kell) e k (celano) do sistema
eritrocitario Kell foi também relacionado ao tempo de evolucao da ferida, ou seja, o
tempo em que esses pacientes possuiam essa ferida aberta. Os dados encontram-se
detalhados no quadro 10 e através deles pode-se observar que a positividade do
antigeno Kell é maior (26,09%) nos individuos cujas feridas estao abertas ha mais de 20
anos. Estes dados reforcam que a fenotipagem deste sistema pode auxiliar o clinico na
indicacdo do tratamento diante do diagndstico de uma lesdo tegumentar. Nos pacientes
em que o fendtipo Kell se expressar, o clinico devera se utilizar das opcoes terapéuticas

mais eficazes para que a lesdo se cicatrize em menor tempo possivel.



Quadro 10 - Freqliéncias absolutas e relativas do fenétipo K+k+ e K-k+ nos 198 pacientes

portadores de feridas cronicas em relacdo ao tempo de evolugao da ferida.

Fenotipo Kell
Tempo de evolucao da ferida K+k+ K-k+ TOTAL
n (%) n (%)
1 a <5 anos 08 (6,61) 113 (93,39) 121
5 a <20 anos 08 (14,81) 46 (85,19) 54
20 anos ou mais 06 (26,09) 17 (73,91) 23
TOTAL 22 (11,11) 176 (88,89) 198

Esses dados ficam faceis de serem identificados ao ser tracado um paralelo entre
a freqiiéncia do fendtipo K+k+ e K-k+ em relacdo ao tempo de ferida aberta. A figura
21 ilustra através de um grafico de linha que quanto maior € o tempo de evolucao da
ferida maior é o percentual de pacientes positivos para o antigeno Kell (K+k+).
Demonstram também, que quanto menor é o tempo de evolucao da ferida maior é o

percentual de pacientes negativos para o antigeno Kell (K-k+).
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Figura 21 - Grafico de linha comparando a freqiiéncia de pacientes portadores de feridas
cronicas K+k+ e K-k+ em relagao ao tempo de evolugao da ferida.



Portanto, nossos dados ampliaram os estudos de Araudjo (2007), pois o antigeno
Kell esteve presente em mais 14 pacientes além dos 8 que ja haviam sido encontrados
no grupo de estudo oriundo da Unidade basica de saude do municipio de Maringa — PR.
Assim, finalizamos o estudo com 22 (11,11%) pacientes K+k+ em 198 pacientes
portadores de feridas cronicas.

Relacionando o tempo de evolucao da ferida e o fendtipo para os antigenos Kell e
cellano, podemos propor que houve uma relacao positiva entre ma-evolucao do
processo de cura da ferida e a presenca do antigeno Kell, ou seja, os individuos Kell
positivo foram os que apresentaram feridas em que o tempo de permanéncia era maior
ou com maior dificuldade de cicatrizacao. Podemos sugerir, assim, a presenca do

antigeno Kell como um possivel marcador de ma-evolugao de Ulceras cronicas.

3- Aloimunizacao contra antigenos anti-eritrocitarios, leucocitarios e
plaquetarios nos receptores dos curativos bioativos.

A pele humana € uma barreira natural que protege o corpo contra possiveis
substancias nocivas que se encontram no ambiente. Quando um produto farmacéutico é
aplicado na pele a absorcao pode ocorrer por trés vias de permeacao percutanea: a
primeira por difusdo através das células ou penetracdo transcelular, a segunda por
difusdo entre as células ou penetragdo intercelular, e a Ultima por difusdo através dos
foliculos pilosos, glandulas (sudoriparas e sebaceas) e anexos pilosebaceos ou
penetragao transanexal (ANTONIO, 2007).

No preparo de produtos dermatoldgicos para aplicagdao em pele integra, embora
seja importante que o farmaco penetre além da superficie, normalmente ndo se deseja
que o medicamento penetre na circulagdo sistémica (ANTONIO, 2007). Como os
curativos bioativos sao aplicados diretamente no local da ferida onde ocorre a exposicao
do tecido e existe uma grande neovascularizacao, a proposta do estudo foi analisar se
aplicacdo dos curativos bioativos que possuem antigenos altamente imunogénicos
levaria a formagao de anticorpos.

A aloimunizacdo contra antigenos eritrocitarios foi realizada num total de 100

pacientes que sao oriundos dos grupos I, III, IV e V. Em apenas em 2% (n=2) dos



pacientes foi identificada a presenga de anticorpos anti-eritrocitarios irregulares, porém
nao se tratou de aloimunizacao visto que identificacao ocorreu antes de iniciar o
tratamento com os curativos bioativos.

Um desses achados foi em uma paciente do sexo feminino, pertencente a
Unidade Basica de Saude do Municipio de Maringa-PR com histdrico transfusional de
duas transfusdbes ha mais de quatro anos. Tratava-se de paciente multipara,
RhD negativa e os aloanticorpos identificados tinham especificidade anti-D e anti-C, que
correspondem aos anticorpos de maior prevaléncia em individuos RhD negativo.

Para dar continuidade ao estudo e excluir a possibilidade de aumento do titulo
desses anticorpos pelo uso dos curativos bioativos, foi realizado a titulacao desses
anticorpos ao longo do tratamento. O titulo do anti-D se manteve em 1/4 durante toda
a anadlise e o titulo do anti-C se manteve em 1/16. Portanto, ndao houve mudangas
durante o uso dos curativos bioativos.

O outro paciente que apresentou pesquisa de anticorpo irregular positiva era do
sexo masculino pertencente ao HAC-Jal. Esse paciente estava em tratamento
oncoldgico e havia histdrico transfusional recente. Em virtude disso, nao foi possivel
determinar sua fenotipagem para o antigeno E pela presenca de dupla populacdo de
hemacias. A especificidade do anticorpo encontrado foi anti-Kell, porém nao foi possivel
realizar a titulacao pelo pouco volume de amostra que foi coletado do paciente no
primeiro momento. Além disso, ndo houve coleta posterior ja que esse paciente
enquadrava-se nos 5% (n=2) dos casos em que tiveram alta do tratamento e nao
retornaram para a coleta das amostras posteriores.

Os dados mostraram que nenhum paciente se aloimunizou contra antigenos
eritrocitarios no decorrer do tratamento dos curativos bioativos. Mesmo sabendo de
diversos fatores que poderiam levar a essa aloimunizagdo como: a presenga de
antigenos eritrocitarios do sistema ABO nas plaquetas; a contaminacao dos
concentrados de plaquetas com hemacias do doador devido ao procedimento que estes
componentes sanguineos sao fracionados; o fato de que alguns antigenos eritrocitarios
se encontrarem solUveis no plasma; e também a utilizacao de pools de concentrado de

plaquetas e plasma fresco congelado nao isogrupo para a confeccao dos curativos



bioativos. Em conjunto, esses fatores ndo apresentaram interferéncia alguma nos
beneficios oferecidos pelo uso tdpico dos curativos bioativos na aceleracao do processo
de cicatrizacao em pacientes portadores de feridas. Entao, estes resultados apontam a
nao necessidade da compatibilidade dos hemocomponentes utilizados para confeccao
dos curativos bioativos para os antigenos eritrocitarios.

As transfusdes endovenosas de concentrado de plaquetas podem levar a
formagdo de anticorpos anti-leucocitarios ou -plaquetarios contra antigenos recebidos
das plaquetas do doador. Esses anticorpos podem reagir com as transfusoes
subsequlientes diminuindo a fungao /n vivo ou sobrevida das plaquetas transfundidas,
conhecido com refratariedade a transfusao de plaquetas (REBULLA, 2005). Os
anticorpos contra antigenos HLA classe I sdo a primeira causa dessa refratariedade,
porém anticorpos especificos contra as glicoproteinas plaquetarias também levam a essa
desordem (SACHER, 2003).

A incidéncia, a especificidade e a persisténcia desses anticorpos tem sido o
objetivo de uma série de investigaches. Um artigo de revisdo em relacdo a
refratariedade a transfusao de plaquetas realizado por Rebulla (2005), descreve um
estudo realizado com 252 pacientes onco-hematoldgicos receptores de plaquetas onde
em 113 (44,8%) foram detectados anticorpos anti-HLA e anti-HPA, sendo a maior
freqliéncia contra antigenos HLA. Este estudo reforca a prevaléncia de anticorpos contra
sistema HLA como sendo a principal causa de refratariedade plaquetaria. Outro estudo
multicéntrico, citado pelo mesmo autor, realizado em 150 pacientes politransfundidos
com anemia aplastica mostraram que 62% dos pacientes foram aloimunizados e que o
titulo do anticorpo persistiu durante muitos anos apds a Ultima transfusdao
(REBULLA, 2005).

Um estudo multicéntrico citado por Sacher (2003), mostrou uma freqiiéncia de
aloimunizagao de 10% em pacientes politransfundidos. Outro estudo citado pelo mesmo
autor, revelou que 8% dos pacientes politransfundidos com doencas onco-
hematoldgicas possuiam anticorpos anti-HPA, sendo a especificidade mais freqliente
contra as glicoproteinas plaquetaria anti-HPA-5b e -1b (SACHER, 2003).



A refratariedade a transfusao de plaquetas também foi a base do estudo de Toor
(2006), e a descreve como um mecanismo imunomediado que pode ocorrer entre 20 a
70% dos pacientes submetidos a mdltiplas transfusdes. Pacientes em tratamento para
leucemia mieldide aguda possuem 10 a 15% risco de desenvolver anticorpos anti-HLA.
Além disso, cita os mecanismos ndo-imunes que estdo associados a refratariedade,
como em pacientes: que recebem a transfusdao de plaquetas quando estdo em estado
febril, que apresente quadro infeccioso ou hemorragico, com diagndstico de CIVD
(coagulacgao intravascular disseminada), que apresentem esplenomegalia ou que esteja
em uso de medicamentos como antibidticos e antifingicos (TOOR, 2006).

De acordo com a literatura consultada podemos observar uma amplitude nos
percentuais de aloimunizagao encontrado pelos autores, pois se trata de uma
diversidade de patologias e associacdes que levaram a necessidade da transfusao de
plaquetas.

Os dados obtidos em nossos pacientes quanto a aloimunizacao contra antigenos
HLA estao descritos nas figuras abaixo (figuras 22 e 23). A figura 22 detalha o perfil em
relacao ao tempo de acompanhamento dos 17 pacientes pertencentes aos grupos de
estudo III, IV e V testados para formacao de anticorpos anti-HLA de classe I: 59%
(n=10) foram acompanhados por 2 meses, 18% (n=3) foram acompanhados por 30
dias, 12% (n=2) foram acompanhados por 3 meses e 0s 12% (n=2) restante foram

acompanhados por mais de 6 meses.



O Acompanhamento > 6meses OAcompanhamento por 3 meses
O Acompanhamento por 2 meses B Acompanhamento por 30 dias

Figura 22 — Percentual de pacientes em relagdo ao tempo de acompanhamento para a
aloimunizacao contra anticorpos anti-HLA de classe 1.

A metodologia escolhida para verificar a existéncia de anticorpos anti-HLA de
classe I foi o teste de rastreio FlowPRA®. De acordo com os dados do fabricante, foi
demonstrado que a metodologia de leitura (citometria de fluxo) usada pode detectar
anticorpos com um nivel maior de sensibilidade. Os resultados encontrados estao
detalhados na figura 23, e revelam que dos 17 pacientes que foram acompanhados em
nenhum deles foi detectado a formacgao de anticorpos anti-HLA de classe I posteriores

ao uso dos curativos bioativos.
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Figura 23 — Relacdo entre o numero de pacientes que receberam a aplicacao topica dos
curativos bioativos e foram monitorados por um tempo determinado (30 dias, 2 meses, 3 meses
e mais de 6 meses) e o nimero de pacientes que se aloimunizaram contra anticorpos anti-HLA
de classe I através do teste de ratreio FlowPRA®.

Outro dado importante encontrado com a pesquisa de anticorpos anti-HLA foi que
dois pacientes apresentavam anticorpos ja formados antes de iniciar o tratamento com
os curativos bioativos. Diante desse fato, foi realizado um levantamento de dados que
pudesse explicar essa sensibilizacdo prévia. Um deles trata-se de um paciente do sexo
masculino, 54 anos de idade, paraplégico ha 19 anos por acidente automobilistico,
politransfundido e com histérico de enxerto de pele alogénico com rejeicdao. Esse
paciente foi acompanhado por dois meses e nesse periodo nao houve o aumento no
percentual de anticorpos encontrado no soro deste paciente.

O segundo trata-se também de paciente do sexo masculino, de idade avancada,
politransfundido e com histdrico de enxerto alogénico com rejeicao. Neste caso nao foi
possivel acompanhar se houve ou ndo o aumento no percentual de anticorpos anti-HLA,
pois este paciente enquadra-se nos 11% (n=4) que foram a dbito no decorrer da coleta

de amostra.



Os dados obtidos em nossos pacientes quanto a formacao de anticorpos anti-HPA
encontram-se descritos nas figuras 24 e 25. O perfil em relacao ao tempo de
acompanhamento dos 14 pacientes testados para formacao desses anticorpos foram o
seguinte: 57% (n=8) foram acompanhados por 2 meses, 21% (n=3) foram
acompanhados por 30 dias, 14% (n=2) foram acompanhados por mais de 6 meses e 0s

7% (n=1) restante foram acompanhados por 3 meses como detalha a figura 24.

B Acompanhamento > 6meses OAcompanhamento por 3 meses
O Acompanhamento por 2 meses OAcompanhamento por 30 dias

Figura 24 — Percentual de pacientes em relagdo ao tempo de acompanhamento para a
aloimunizagao contra anticorpos anti-HPA.

O método utilizado para pesquisa de anticorpos anti-HPA foi o Coombs Indireto
Plaquetario (CIP), uma técnica realizada "in house” que possui ampla especificidade
inclusive contra anticorpos anti-HLA, pois é realizada com um poo/ de plaquetas
humanas com o objetivo de aumentar a diversidade de expressao dos antigenos
plaquetarios e submetida a incubagdo com o soro do paciente. Posteriormente, se
existente o complexo antigeno-anticorpo este sera marcado com anticorpo anti-humano
IgG (Fab) FITC e detectados pela leitura em Citdmetro de Fluxo.

Como nessa técnica existe a possibilidade de detecgao tanto de anticorpos anti-
HLA como —HPA, o prdprio teste de rastreio FlowPRA® foi utilizado para excluir essa

variavel. E em todas as amostras em que o CIP foi positivo o teste de anticorpos anti-



HLA foi negativo. Assim, podemos constatar que uma das limitagdes que a técnica
apresenta nao interferiu em nossos resultados.

Os resultados encontram-se detalhados na figura 25, e revelam que em 21%
(n=3) do pacientes que foram acompanhados houve deteccao de anticorpos anti-HPA
posteriores ao uso dos curativos bioativos, ou seja, do total de 14 pacientes
acompanhados 3 desenvolveram anticorpos anti-plaquetarios. Sendo que 2 formaram

anticorpos 2 meses apds o uso dos curativos bioativos e 1 deles apds 3 meses.
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Acompanhamento por 3 meses
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ON° DE PACIENTE ALOIMUNIZADO

Figura 25 — Relagdo entre o numero de pacientes que receberam a aplicagao tdpica dos
curativos bioativos e foram monitorados por um tempo determinado (30 dias, 2 meses, 3 meses
e mais de 6 meses) e 0 nimero de pacientes que se aloimunizaram contra anticorpos anti-HPA
através do teste de Coombs indireto Plaquetario.

Do mesmo modo como aconteceu com a pesquisa de anticorpos anti-HLA, foram encontrados pacientes com sensibilizagao
anterior ao tratamento com os curativos bioativos para anticorpos anti-plaquetarios. Foi realizado um histdrico desses 3
pacientes para levantar dados que pudessem explicar essa sensibilizacdo prévia. Uma delas trata-se de uma paciente do sexo
feminino, politransfundida com histérico de mais de vinte enxertos de pele.

O segundo é um paciente do sexo masculino em curso de tratamento oncoldgico
por melanoma maligno com historico transfusional de concentrado de plaquetas. O
terceiro de trata-se também de paciente do sexo masculino e também politransfundido.

Nossos dados revelaram um percentual de 21% (n=3) de aloimunizagao contra

antigenos plaquetarios dos 14 pacientes avaliados. Ndo houve aloimunizacdo contra



antigenos leucocitarios nos 17 pacientes avaliados e também ndo houve sensibilizacao
contra antigenos eritrocitarios nos 100 pacientes avaliados, demonstrando assim, o
baixo potencial imunogénico dos curativos bioativos em relagdo aos aspectos
imunohematoldgicos e leucoplaquetdrios quando comparados ao percentual de
pacientes aloimunizados por transfusao de plaquetas descritas na literatura consultada
(REBULLA, 2005; SACHER, 2003; TOOR, 2006).

Isto vem reforcar que os efeitos benéficos dos curativos bioativos, ja evidenciado
em estudos anteriores do Laboratdério de Engenharia Celular junto ao Ambulatério de
Biocurativos, ndo sao comprometidos com a questdao da aloimunizacdo por antigenos
expressos na membrana plaquetaria, visto que a plaqueta é um dos principais principios

ativos utilizados na formulagao dos curativos bioativos.



6 - Conclusio



Baseado nos dados obtidos nesse trabalho, bem como nas informagdes oriundas da

literatura, podemos concluir que:

. Nao foram evidenciadas correlagbes entre os antigenos eritrocitarios do
sistema ABO nem para os antigenos D,C,c,E,e do sistema Rh no processo de

lesao ou cicatrizagao;

. Os estudos realizados para ampliar as evidéncias que apontavam o antigeno
eritrocitario Kell com um marcador preditivo da evolugao de feridas cronicas
reforcaram uma relacdo no aumento no tempo de evolucdo da ferida e a
presenca do antigeno Kell, sugerindo a presenca deste como um possivel

marcador de ma-evolugao de Ulceras cronicas de diversas etiologias;

. O estudo do potencial imunogénico dos curativos bioativos demonstrou que a
exposicao a antigenos altamente imunogénicos a que esses pacientes foram
submetidos levaram somente a aloimunizagdo contra antigenos plaquetarios,
porém em um percentual abaixo daqueles encontrados pela transfusdao de
concentrado de plaquetas. Portanto, caracterizam os curativos bioativos como
tendo um baixo potencial imunogénico em relacdo aos aspectos

imunohematoldgicos e leucoplaquetarios.

. Assim, reforcam os efeitos benéficos dos curativos bioativos para o uso em
feridas cronicas de diversas etiologias quando analisado seu potencial

imunogénico.
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