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Produtos Sanguineos Labeis

Resumo

O Instituto Portugués do Sangue (IPS) é o Unico organismo competente e responsavel pela
gestdo da medicina transfusional a nivel nacional. As suas fun¢Ges compreendem: a
coordenagéo de todas as atividades relacionadas com a transfusdo de sangue, desde a colheita da
dadiva a administracdo do componente sanguineo; o planeamento do Sistema Nacional de
Hemovigilancia, certificando-se da seguranca dos componentes sanguineos disponiveis e
distribuidos; e a garantia da continuidade dos seus servicos dentro do Sistema Nacional de
Salde pela promoc¢do da dadiva, também com o cumprimento das diretrizes europeias e
internacionais. O IPS é uma rede integrada de servicos, dividida por trés Centros Regionais de
Sangue, localizados no Porto, Coimbra e Lisboa. O Centro Regional de Sangue do Porto
(CRSP) é responsavel pela colheita, processamento, armazenamento e distribuicdo dos
componentes sanguineos da regido Norte. No CRSP, o processamento das unidades de sangue
total nos seus diversos componentes (concentrado de eritrdcitos, concentrados de plaquetas e
plasma) e o seu armazenamento sdo assegurados pelo Laboratério de Produtos Sanguineos
Labeis (PSL). O Laboratorio PSL destaca-se pela particularidade de possuir um processador
automatico das unidades de sangue total (Atreus 3C), tecnologia especializada e desenvolvida

pelo CRSP, para a separacéo diferencial nos varios componentes.

O presente relatdrio tem por base o estagio de 4 meses realizado no Laboratério PSL do CRSP,
cujos objetivos principais foram: a compreensdo dos principios basicos da separacdo e
conservagdo dos componentes sanguineos; a integracdo na rotina laboratorial; a compreensdo
dos processos de gestdo e distribuicdo dos produtos sanguineos; a validacdo da qualidade dos

criocomponentes produzidos no CRSP, segundo 0s requisitos europeus.

Os trabalhos desenvolvidos durante o estagio foram constituidos pela participacdo na rotina do
processamento de unidades de sangue total numa metodologia automética e no controlo da
qualidade dos plasmas obtidos no processamento das unidades de sangue total e sua
transformacdo em crio concentrados. Neste &mbito, avaliaram-se as condi¢fes de congelacdo e
armazenamento dos plasmas e crioprecipitados obtidos no CRSP, mediante caracterizagdo do
choque de frio obtido com os equipamentos disponiveis, e determinacdo da celularidade, niveis

de Fator VIII e Fibrinogénio das unidades de Plasma e Crioprecipitados pré e pds-congelacao.

Pode-se concluir que o estagio teve impacto positivo, com o0s objetivos de aprendizagem
cumpridos através das atividades realizadas, sendo importante realcar que os resultados da
validacdo dos criocomponentes foram favoraveis, ja que a qualidade dos produtos obtidos pelo
laboratério PSL foi confirmada, ainda que as condi¢fes de congelacdo disponiveis ndo sigam os

parametros europeus.
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Abstract

The Portuguese Blood Institute, IPS, is a competent organization, responsible for
managing transfusional medicine nationwide. Its functions include: coordination of
all transfusion related activities, from blood donation to blood transfusion; planning
the haemovigilance national system, assuring the safety of all blood components
available; the guaranty of its continuous services within the national health system,
by promoting voluntary blood donation, also with compliance with European and
International requirements. IPS is a service structured network divided into three
major regional blood centers, located in Porto, Coimbra and Lisbon. The regional
blood center in Porto, CRSP, is responsible for blood donation, processing, storage
and preservation of whole blood and components in the north region. In CRSP,
processing of whole blood into its components (red cells, platelets and plasma) and
components storage is assured by the labile blood products laboratory, PSL. This
laboratory has the distinctive feature of having developed an automatic whole blood
processing system (Atreus 3C).

This report is based on the four months internship held in PSL laboratory with the
following goals: understanding of the basic principles of blood processing and
storage; incorporating the laboratorial routine; understanding blood components
distribution management; validation of cryo blood components (fresh frozen
plasma and cryoprecipitate) produced in CRSP, complying with European
requirements. The main assignments of this internship were participating in whole
blood processing with an automatic method, and assessing the quality of cryo blood
components and storage and preservation equipment, available in CRSP. This
assessment included assays to determine fibrinogen, coagulation factor VIII and

cellular concentration in plasma products before and after freezing.

It’s reasonable to conclude that this internship had a positive impact. The
achievement of the learning goals allowed the understanding of technical skills
required in the PSL laboratory daily routine. Moreover, the results for the plasma
products evaluation, confirmed the high quality obtained by CRSP methods, even
though the storage and preservation equipment doesn’t correspond to the European

requirements.
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l. Introducéo

1. Breve Historia da Medicina Transfusional

O sangue sempre foi considerado um fluido mistico, associado a forca vital. A
Antiguidade esta repleta de préticas como a ingestdo de sangue para aquisicdo de
vigor, coragem e longevidade, banhos de sangue como ritual de rejuvenescimento e
sangrias para eliminacdo de doencas.

O conhecimento e compreensdo da circulacdo sanguinea e sua fisiologia s6 foram
divulgados no século XVII, quando William Harvey, médico britanico, publicou a
obra “ Exercitatio anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus”, em 1628.

Com esse primeiro conhecimento fundamental, varias experiéncias transfusionais
foram feitas, envolvendo animais e humanos. Destaca-se James Blundel, obstetra
britanico, como o primeiro a transfundir sangue de um ser humano para outro com
sucesso, em 1818, constatando que sO deveria ser usado sangue humano para
transfusGes em humanos.

No entanto, o conhecimento dos grupos sanguineos s6 surgiu em 1900, com a
descoberta dos grupos A, B e C (posteriormente alterado para O) por Karl
Landsteiner, médico austriaco que em 1930 foi galardoado com o Prémio Nobel da
Medicina. O estudo de outros grupos sanguineos continuou, e a compatibilidade
entre dador e doente é sugerida como fundamental para a seguranca transfusional
em 1907 por Hektoen.

A utilizacdo de anticoagulantes de efeito prolongado, a partir de 1914, preparou o
caminho para o0 estabelecimento do conceito do banco de sangue. A
responsabilidade de encontrar dadores de sangue foi transferida dos doentes e seus
familiares, para o médico e hospital, sendo o primeiro servi¢o de dadores de sangue

criado em Londres, no ano de 1921. Neste servico, criaram-se painéis de dadores
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que seriam solicitados quando necessario, com o0 apoio da Cruz Vermelha
Britanica.

Mas foi a Segunda Grande Guerra que mais evidenciou a necessidade de reservas
de sangue prontas a administrar, aproximando-se do conceito de banco de sangue
atual, com recrutamento em massa de dadores voluntérios, e levando a criacdo de
servicos nacionais de salde e de redes regionais e nacionais interligadas de servigos
de sangue para produzir e distribuir componentes sanguineos de acordo com
protocolos e critérios muito rigorosos, nacionais e internacionais, aperfeicoados ao
longo do tempo. 2!

A medicina transfusional foi explorada e desenvolvida sobretudo em tempo de
guerra. Enquanto na Primeira Grande Guerra era frequente o uso de sangue total
(ST) e coldides artificiais e salinos, na Segunda Grande Guerra, j& com o
fracionamento de Cohn, surgiu o uso disseminado de albumina e plasma liofilizado.
O uso excessivo de cristaloides foi diminuindo nos anos 90, com o surgimento de
complicagbes pos-transfusionais como o sindrome de stress respiratorio agudo e

faléncia maltipla de 6rgéos.

Nos ultimos 40 anos, a medicina transfusional evoluiu do uso predominante de ST,
para terapéuticas com componentes sanguineos e derivados.

Apesar do uso de ST em rotinas medicas de emergéncia militar e em paises em vias
de desenvolvimento, 0s componentes sanguineos predominam na préatica
transfusional, principalmente devido a questdes de seguranca transfusional e
seguindo o principio do méaximo aproveitamento da dadiva de sangue. Este
aproveitamento da dadiva é possivel com a utilizagdo de sacos para colheita de
sangue em polivinilcloreto (PVC), com sacos satélites acoplados que possibilitam a
transferéncia de fracGes de sangue para estes sacos em sistema fechado. Desta
forma, asseguram-se as condicdes para o0 armazenamento dos diferentes
componentes do sangue, concentrados de eritrocitos (CE), concentrados de
plaquetas (CP) e plasma a partir de uma unica unidade de ST. Este sistema também
possibilita 0 armazenamento de cada componente nas temperaturas mais adequadas
a sua sobrevida, assim como a crio congelacdo para serem transfundidos ou
sofrerem processamentos adicionais, que permitam a preparacdo de produtos

especificos para situagdes clinicas particulares.



Produtos Sanguineos Labeis

Atualmente, hd uma série de estudos que corroboram o uso de CE e CP e de
componentes plasmaticos em contexto de profilaxia ou terapéutica. No entanto, o
uso crescente destes componentes tem sido associado ao risco aumentado de
reacOes alérgicas, lesdo pulmonar, sobrecarga cardiaca, e apesar de nao haver
estudos sobre o impacto futuro do uso destes componentes, a medicina
transfusional adota a melhor estratégia de transfundir apenas o componente
necessario.

Relativamente ao futuro, € possivel que integre o uso de componentes liofilizados,
com claras vantagens logisticas: volume e peso muito diminuto e armazenamento a

temperatura ambiente. [

Ao longo da historia da medicina transfusional, assiste-se a uma evolugéo
permanente e uma forte aceleragcdo a partir dos anos 80, com o aparecimento do
Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH). Este foi um ponto critico da evolucao
desta especialidade médica, foi uma tragédia sentida a nivel mundial e que exigiu
ndo s6 um esforco de alteracdo e padronizacdo de procedimentos nos critérios de
selecdo de dadores, como também empurrou a industria de desenvolvimento de
tecnologias laboratoriais parar a detecéo de agentes transmissiveis para um caminho
de constante inovacdo que permanece ainda hoje. !

Neste panorama assistiu-se a uma mudanca de atitudes por parte dos intervenientes
do processo transfusional até aqui desconhecida, isto é, a necessidade de seguranca
uniu os especialistas a nivel mundial que iniciaram um dialogo e um canal de
comunicagdo com resultados muito positivos com elaboracdo de guias e requisitos,
ndo sO para os dadores como também para 0s produtos.

Esta epidemia representou graves consequéncias que obrigaram ainda os dirigentes
e politicos a mobilizarem os meios, e agilizarem no seio a sua realidade politica, as
ferramentas necessarias para que os grupos de trabalho e aconselhamento se
dotassem da formalidade e autoridade necessérias ao desenvolvimento de um
trabalho consequente e adequado.

Estes foram os embriGes para que hoje, cabalmente estruturados, tivessem nascido
os sistemas de hemovigilancia e materiovigilancia, fundamentais no
acompanhamento continuo da atividade da medicina transfusional, assim como para

0 constante desenvolvimento da industria farmacéutica e de reagentes com a
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consequente evolugdo da tecnologia e ainda das diretivas europeias relacionadas
com a atividade da medicina transfusional e transpostas para o quadro legal dos
diferentes paises que integram a comunidade europeia. No quadro legal portugués,
a definicdo de autoridade competente dos servigcos de sangue e medicina
transfusional, suas atribuicbes e competéncias, estdo descritas nos Decretos-Lei
n°267-2007 e n°® 270-2007, e nas Portarias n° 165/2012 e n° 811-2007.



Produtos Sanguineos Labeis

2. Componentes Sanguineos

2.1. Sangue Total

A unidade de ST contém todos os elementos sanguineos constituintes do sangue e o
anticoagulante que o proprio saco de colheita contém. E usado como fonte de
producdo de componentes sanguineos, sendo portanto a matéria-prima que da
origem aos componentes da prética transfusional. O ST, como tecido vivo que &,
sofre degradacdo natural, e ap6s 24 horas de armazenamento a 20-24°C, ocorrem
alteracOes irreversiveis tais como: diminuicdo de funcionalidade das plaquetas,
diminuicdo da concentracdo de fatores de coagulacdo labeis e, ao longo do
armazenamento, libertacdo de fatores intracelulares em consequéncia da
degradacéo das propriedades da membrana celular, que se torna mais permeavel.
Esta degradacdo natural agrava-se quando ndo é possivel utilizar os meios de
conservacdo e armazenamento mais adequados para cada tipo celular.

A utilizacdo de ST como componente terapéutico ndo tem atualmente aplicacéo,
sendo portanto pouco frequente nos servicos de sangue, estando restrita a situacdes
de hemorragia macica, em que o volume total de sangue tem de ser recuperado

simultaneamente com a manutencao ou recuperacdo da funcdo hemostatica eficaz.
[6]

2.1.1. Anticoagulantes

Os anticoagulantes constituidos por citrato de sodio, acido citrico, dextrose e
fosfato de sddio, como sdo exemplos o CPD e o CP2D (do inglés Citrate,
Phosphate Dextrose, a composi¢cdo do anticoagulante), permitem a conservacao de
eritrocitos entre 1-6°C, por 21 dias.

O CPDA-1 (do inglés Citrate, Phosphate Dextrose, Adenine, a composicdo do
anticoagulante), constituido por citrato de sddio, &cido citrico, dextrose, fosfato de
sodio e adenina, permite o armazenamento entre 1-6°C, por 35 dias. Este
anticoagulante permite estender o prazo de armazenamento porque possui adenina,
um substrato através do qual os eritrocitos produzem adenosina trifosfato (ATP), o

que resulta num aumento da viabilidade celular.
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E importante o “ratio” entre o volume de anticoagulante ¢ o volume de sangue;
sendo a razéo de 1,4:10 considerada a ideal. Normalmente cada saco de colheita
tem 63 mL de anticoagulante para permitir a colheita de um volume padrdo de
sangue adequado a um adulto saudavel de 60 Kg, ou seja uma colheita de 450 mL
+/-10%, tendo em consideracdo que o volume méaximo de extracdo aconselhado €

de 10,5 mL por quilo de peso. !

2.1.2. Solucgdes Aditivas ou Conservantes

As solucbes aditivas ou conservantes contém na sua constituicdo citrato de sédio,
dextrose, adenina, fosfato de sédio, manitol e cloreto de sodio, podendo ou ndo
conter &cido citrico. Estas solugbes funcionam como um tamp&o, atrasam as
alteracfes bioquimicas e moleculares, e permitem aumentar a sobrevivéncia dos
eritrocitos, favorecendo a preservacdo da membrana celular e o metabolismo
residual das celulas, o que origina unidades de melhor qualidade.

Mesmo entre 1-6°C, as células continuam metabolicamente ativas, e os niveis de
ATP durante o armazenamento estdo correlacionados com a viabilidade pds-
transfusional no recetor. Apesar do armazenamento a baixas temperaturas diminuir
a atividade glicolitica, os anticoagulantes e as soluc¢des aditivas possuem dextrose
em quantidade suficiente para prolongar a producdo de ATP pelos processos

glicoliticos aerébicos. 7

2.1.3. Temperatura de acondicionamento

Cada componente tem a sua temperatura Otima de armazenamento, contudo é
também importante a temperatura de acondicionamento antes da preparacdo do
componente.

Assim, para a preparacdo de plaguetas o ST deve ser transportado e armazenado
entre 20-24°C; se ndo forem preparadas plaquetas, a unidade pode ser armazenada
entre 1-6°C até ser processada; o plasma, idealmente, deve ser separado dos
eritrocitos até 8 horas apo0s colheita de modo a prevenir perdas de fatores de
coagulacdo, no entanto, na logistica de funcionamento da producdo de componentes

tal ndo é possivel em todas as unidades colhidas. Os estudos e valida¢fes do

6
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Controlo de Qualidade séo criticos para que se encontrem 0s tempos e temperaturas
ideais de produgdo por forma a obter a maior quantidade possivel de componentes
com as caracteristicas de qualidade e seguranca pretendidas: !

2.2. Concentrado de Eritrécitos

A preparagdo de CE consiste na remocdo do plasma sobrenadante e da camada
leucoplaquetéria do ST depois de centrifugado.

Este é um processo manual ou semiautomatico constituido por varios subprocessos,
cada um deles sujeito a monitorizacao e controlo. Partindo de uma matéria-prima, o
ST, cuja variabilidade biol6gica é uma caracteristica intrinseca, cada componente
deve responder a um conjunto de requisitos de qualidade e seguranca exigentes. E
facil perceber que, com a utilizacdo de um processo de produgdo complexo e
manual, com varios subprocessos, € dificil ndo so atingir os padrdes pretendidos,
como apresentar uma estabilidade e robustez de producdo desejaveis. Além disso,
este € um processo de producdo vulneravel e sujeito a variacGes relacionadas com
um enorme conjunto de variaveis, nem sempre identificaveis ou passiveis de
correcao.

Assim, com o intuito de melhorar a eficacia deste processo, o Centro Regional de
Sangue do Porto (CRSP) participou desde 2003 no desenvolvimento de um
processo completamente automatico de preparacdo de componentes, o Atreus 3C,
que dispensa todas as etapas manuais e regista todas as etapas do processo, assim
como as caracteristicas de cada componente, permitindo uma rastreabilidade
completa em todas as fases do processamento. Esta rastreabilidade é completa, isto
é, é possivel em qualquer momento do processo, verificar qual a colheita, o dador, o
operador, 0s componentes obtidos e suas caracteristicas, qual o equipamento e hora
de producéo.

Os CE séo entdo sujeitos ao processo de desleucocitacdo por filtracdo, antes do seu
armazenamento. A desleucocitacdo € requisito obrigatdrio em Portugal desde 1999,
ja que os leucdcitos estdo envolvidos em varias reacdes pos-transfusionais tais
como infecdo por Citomegalovirus (CMV) e reacBes febris, sendo também

responsaveis pela aloimunizacdo do recetor em relacdo aos antigénios do sistema de
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antigénios leucocitario humano (HLA, do inglés human leukocyte antigen), que sao
também os principais hospedeiros dos prides.

Os CE desleucocitados ndo devem possuir mais de 1x10° leucécitos por unidade, o
volume unitério deste componente deve ter uma média de 280 +50 mL. A
concentracdo celular do CE é igual a do ST, com um hematdcrito entre 0,65 e 0,75
e um minimo de 40 g de hemoglobina por unidade.

O armazenamento do CE deve ser efetuado em camara de frio a temperaturas entre

2-6 °C, por 42 dias em solugdo aditiva adequada. *#°!

2.2.1. Indicagéo Clinica para Transfusao de CE

A utilizacdo e transfusdo de CE estdo indicadas para casos de anemia com
hemoglobina <6 g/dl e sintomas tipicos de anemia como dispneia de esforco e pré-
cardioalgia, em situacdo clinica de hematocrito inferior a 20%, e na realizacdo de
intervengdes cirurgicas.

Sdo também grandes consumidores de CE, a especialidade de oncologia e as
terapéuticas agressivas gque se utilizam nestas circunstancias, assim como na area de
suporte do transplante.

Apesar do nivel de hemoglobina ser fundamental, deve-se ter em atencéo a reologia
da circulacdo capilar, mantendo-se o hematocrito baixo mas suficiente para o
transporte de O, pelo que a decisdo de transfusdo ndo deve estar baseada em dados
laboratoriais mas sim no estado clinico do doente. S& varios os fatores
condicionantes para a eficacia da transfusdo de CE, j& que a quantidade de O,
libertado na circulacdo periférica depende ndo s6 da quantidade de eritrocitos
transfundidos e perfusdo do sangue, mas também da saturacdo arterial de O,, da
afinidade da hemoglobina para 0 O, e das necessidades metabdlicas de O, do

momento, [ 10:11]
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2.3. Concentrado de Plaquetas

O CP é um hemocomponente preparado a partir de ST conservado a temperatura de
20°C. A separacdo deste componente baseia-se numa concentracdo das plaquetas
apos centrifugacdo do ST, sendo removido o plasma sobrenadante.

Este componente € bastante delicado devido a facilidade de reatividade que este
tipo de células apresenta, devendo ser tomadas precaucdes para prevenir a sua
aglutinacdo, adesividade e agregacdo durante a sua preparacdo e enquanto
armazenadas. Fatores como o material do saco de colheita, o anticoagulante, o tipo
de agitacdo e a temperatura de armazenamento séo controlados para 0 componente

ndo sofrer alteragdes indesejaveis.

O seu armazenamento deve ser a temperaturas entre 20-24°C, com agitacéo
continua controlada por um periodo maximo de 5 dias. Este componente deve ter
uma razdo entre o volume e a concentracdo de celulas de 40 ml de solucdo de
suspensdo por cada 60x10° plaquetas, com uma concentracdo inferior a 1,5 x 10°

plaquetas/pl e com um pH acima dos 6,4 em qualquer momento da sua sobrevida.

Também sdo produzidas pools de concentrados de plaquetas desleucocitadas,
preparadas a partir de CP unitarios, sendo este o0 componente que € disponibilizado
ao doente, ou seja, o produto final apds manipulacdo e que permite administracéo

imediata sem manobras adicionais. %!

2.3.1. Indicacéo Clinica para Transfusdo de CP

Estes concentrados sdo indicados, ndo so para casos de trombocitopenia (plaquetas
<10x10%L), mas também como profilaxia ou tratamento de sintomatologia
hemorragica.

Este produto é fundamental no suporte da quimioterapia e transplantacdo, sem o

qual nio seria possivel realizar estes procedimentos médicos e cirtrgicos. & % %!
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2.4. Componentes crioconservados

2.4.1. Congelamento de células

O congelamento celular tem que ser um processo controlado visto que as condic6es
de descida de temperatura, 0 agente crioprotetor e sua concentracdo sdo criticos
para obter um componente sanguineo com a qualidade celular requerida.

Quando a temperatura diminui bruscamente, o gradiente osmotico ndo se
estabelece, e a desidratacdo e reducdo de volume sdo minimas, havendo formacao
de cristais intracelulares com a consequente destruigdo celular.

Quando a temperatura diminui a uma taxa inferior a 10°C/min, a 4gua extracelular
congela primeiro que a intracelular, produzindo gradiente osmdtico que faz com
que a agua se movimente do interior da célula para o exterior, provocando
hipertonicidade, desidratacdo e dano celular. ©!

Os eritrocitos sofrem varias alteracdes com o armazenamento, desde alteracGes
morfologicas que implicam menor deformabilidade (aumentando a probabilidade
de obstrucdo da microcirculacdo), a diminuicdo de 2,3-difosfoglicerato e menor
afinidade de O, que causa menos oxigenacgdo dos tecidos. Com o armazenamento
aumenta a producdo de mediadores inflamatdrios como citoquinas e lipidos que

estdo envolvidos em reagdes febris e de imunomodulagéo: [

Assim, a metodologia de crio conservacdo e descongelacdo para utilizacdo
terapéutica, tem que considerar este equilibrio entre o teor intra e extracelular para
conseguir manter a viabilidade celular. Os agentes crioprotectores mais utilizados

s40 o glicerol em altas ou baixas concentracdes e o dimetilsulfoxido. ©

2.4.2. Plasma Fresco Congelado

O plasma é um componente sanguineo que pode ser obtido a partir de uma colheita
de ST ou por processo de colheita de aférese e denomina-se plasma fresco
congelado (PFC) quando é sujeito a congelamento a uma temperatura que permita a

manutencdo da sua qualidade enquanto componente destinado a transfusao.

10



Produtos Sanguineos Labeis

Este componente deve ser constituido por A&gua, eletrélitos, albumina,
imunoglobulinas e fatores de coagulacéo (fibrinogénio, VIIIC e Von Willebrand, e
também os fatores VII a XI, e XIII em menor concentracdo) dentro das
concentragdes definidas no Guia do Conselho da Europa e com valores
considerados normais para a populacdo em geral. Estdo também descritos certos
critérios de selecdo que devem ser seguidos, nas areas da Serologia, Hemostase e
Hematologia, como por exemplo, a auséncia de certos marcadores viricos e de
anticorpos irregulares.

O PFC necessita de armazenamento a temperaturas muito baixas, de modo a manter
a funcionalidade dos fatores de coagulacdo labeis, no entanto, o processo de
congelamento provoca danos nas moléculas das proteinas constituintes dos fatores
de coagulagéo e pode também permitir o seu consumo se 0 processo de descida de
temperatura for acompanhado de desidratacdo e trauma mecanico.

Neste contexto, esta também parametrizada pelo Conselho da Europa (CEu) uma
recuperacdo do Fator de Coagulacdo VIII dentro de niveis definidos apos
processamento do plasma, assim como um numero de células residuais abaixo de
limites estabelecidos, e aqui falamos da pureza do componente.

O cumprimento destes critérios garante a qualidade e eficécia clinica do PFC.

No CRSP, o processamento de plasma € obtido por aférese e por unidades de ST
refrigerado imediatamente apos a colheita até aos 20°C e acondicionado em placas
de butanodiol. O plasma é separado com recurso a um processador automatico
ATREUS 3C, em intervalos de tempo entre as 2 e as 24 horas apos colheita, sendo
a selecdo destes intervalos definida pelas necessidades de rotina. O plasma obtido
neste sistema é também desleucocitado.

ApoOs o0 processo de separacdo, a conservacdo do plasma deve ser feita por
congelamento em sistemas que permitam atingir temperaturas inferiores a -30°C no
intervalo de 1 hora. Se for armazenado entre 20-24°C (placas de butanodiol), essas
condicdes permitem um intervalo de 24 horas entre a colheita e 0 congelamento.

No processamento de plasma a partir de aférese, o componente desejado é retirado
diretamente da circulacdo sanguinea do dador por sistema automatizado. As
condicdes de congelamento devem ser as mesmas referidas anteriormente.

A validade dos PFC varia de 3 meses, a temperaturas entre -18°C a -25°C, a 3 anos,

a temperaturas inferiores a -25°C, até 7 anos de armazenamento a -80°C. &

11
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As temperaturas inferiores a -30°C inibem o crescimento e metabolismo bacteriano,
mas é de referir que o congelamento ndo tem efeito sobre a eliminagdo de virus
como os de Hepatite e VIH ou outros agentes conhecidos ou nao.

No entanto, o circuito de obtencdo do PFC, inclui desde o inicio, um controlo de
qualidade ao método e componentes para minimizar riscos e garantir qualidade dos
produtos e estabilidade do processo. Essa monitorizagdo vai desde a assepsia da
colheita de sangue, o material dos sacos de colheita, até aos sistemas automatizados
de separacdo, acondicionamento e transporte.

Dentro deste contexto, o congelamento, armazenamento e descongelamento devem
ser concebidos e selecionada uma metodologia que garanta 0s requisitos de
qualidade do plasma fresco (PF) e PFC, relativamente ao conteldo em fatores de
coagulacdo assim como a sua atividade funcional. J& o descongelamento do PFC
deve ser feito em banho-maria, a temperaturas de cerca de 37°C, e a metodologia
deve ser definida de modo a evitar o risco de contaminacgdo bacteriana. Sistemas de
aquecimento em seco podem também ser aplicados, j& que minimizam o risco de
desnaturacdo das proteinas plasmaticas. Apos descongelamento, o PFC deve ser
transfundido imediatamente ou armazenado entre 1- 6°C e no maximo de 24 horas.
Este hemocomponente é também a matéria-prima para o fabrico de concentrados de

fatores de coagulacio por fracionamento, um processo industrial. 1%

2.4.2.1.Indicacéo Clinica para Transfuséo de PFC

O PFC é fonte de fatores de coagulacdo para suporte transfusional, sendo
administrado em situacGes de deficiéncias congénitas de fatores de coagulacéo,
acompanhadas de hemorragia ou trombose, quando ndo ha concentrados
disponiveis.!®! Existem contudo situacdes clinicas onde o PFC n&o tem substituto,
sendo utilizado para procedimentos de troca plasmatica por aférese, como nos casos
de hemoglobinlria paroxistica noturna e sindrome hemolitico urémico, onde se
encontram défices de fatores da coagulacdo, ou enzimas que s6 existem no plasma
fresco. A sua administracdo concentra-se mais na profilaxia, ndo devendo ser
utilizado para reposicdo de volume, como suporte nutricional, nem como

tratamento para situacfes de imunodeficiéncia.

12
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Deve ser tomada em conta a compatibilidade ABO para evitar hemdlise, e podem

ocorrer efeitos adversos como lesdo pulmonar aguda pés-transfusdo. 03!

2.4.2.2. Fracionamento Industrial de Plasma

O processamento industrial do plasma é o maior mercado de proteinas terapéuticas
da atualidade e compreende um investimento elevadissimo, proporcionando a
obtencdo de produtos como concentrados de albumina, imunoglobulinas e de Fator
VII1, 1X, assim como complexos de fatores.

Os derivados do sangue sdo assim designados porque sdo produtos obtidos dos
hemocomponentes ap6s manipulacdo industrial, que pressupfe a mistura inicial de
um numero elevado de unidades (pool inicial) para a obtengédo do produto final.

A obtengdo de hemocomponentes a partir duma dadiva de ST, é possivel com
recurso a centrifugacdo diferencial que permite a separa¢do dos hemocomponentes
devido as suas diferentes densidades e massas, e esta primeira fase ¢ realizada em
bancos de sangue como é o caso do CRSP. Esta separacdo resulta em
hemocomponentes de elevada qualidade, que serdo ainda submetidos a rigoroso
controlo quimico e microbiologico, antes de serem transfundidos.

O fracionamento de plasma teve inicio na década de 40 com Edwin Cohn, quimico
norte-americano que desenvolveu um método de precipitacdo plasmatica que lhe
permitiu obter uma fragdo proteica purificada rica em albumina, a chamada fracdo
de Cohn. Este fracionamento cumpriu o propoésito de isolar a albumina para o
tratamento de hemorragias e ferimentos da Segunda Grande Guerra, fazendo deste
produto a pedra basilar da industria plasmatica até aos anos 90. O método de Cohn
implica uma serie de processos de purificacdo e concentracdo até ao produto final,
com Otima seguranca transfusional. Este é um fracionamento alcodlico a frio, e
apoia-se na solubilidade diferencial das proteinas e em variaveis como o pH,
temperatura, concentracao proteica e de etanol e forca ionica.

Assume-se o0 principio de que a albumina possui maior solubilidade e menor ponto
isoelétrico de todas as proteinas presentes no plasma, logo sera a ultima proteina a
precipitar. A albumina mantém-se, portanto, no sobrenadante durante a separacao
das fracOes solido-liquido de cada suspensdo proteica obtida. Deste modo, em cada

precipitacdo concluida, obtém-se uma fragdo proteica purificada e especifica. Esta

13
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metodologia baseada em precipitacGes seletivas possibilita a obtengdo de varios

derivados do mesmo hemocomponente numa sé extragao.

A producdo de concentrados de albumina segue principalmente o método de
fracionamento de Cohn, no entanto existem inumeras variacGes deste processo,
assim como fusdo com tecnologias como a cromatografia de intercambio i6nico,
que separa as proteinas de acordo com a sua carga ionica.

Desde entdo, a industria dos hemocomponentes tem evoluido, com a producédo de
concentrados de Fator VIII liofilizado nos anos 70 e 80, destacando-se a
investigadora americana Judith Pool com o seu processo de producdo de
crioprecipitados e concentrado de Fator VIII para tratamento da hemofilia, e a
producéo de concentrados de imunoglobulinas, também gracas ao método de Cohn.
O plasma fracionado encontra-se armazenado em grandes pools de mdaltiplas
dadivas e o seu elevado conteddo proteico inclui também contaminantes. O
fracionamento imp&e maior variabilidade nas caracteristicas do produto final, visto
que, devido ao proprio processo de precipitacdo, as proteinas podem estar
estruturalmente alteradas.

A este processo de separacdo das proteinas plasmaticas adicionaram-se mais tarde
varias etapas de seguranca microbioldgica e virica como o tratamento pelo calor,
por solvente-detergente e pasteurizacdo. Estes produtos tém um custo muito
elevado de producdo, mas destinam-se a uma populacdo muito restrita com

necessidades terapéuticas muito especificas. 4 *16:17]

2.4.3. Crioprecipitado

Quando o PFC sofre descongelamento a uma temperatura de cerca de 4°C, forma-se
um crioprecipitado (Crio) constituido por Fator VIII, Fibrinogénio, Fator Von
Willebrand e Fator XI1I, com um volume de cerca de 10 mL. O Crio &, portanto, a
porcdo insolivel do plasma, um concentrado de glicoproteinas de alto peso
molecular. N&o se pode sujeitar o PF a mais de um 1 ciclo de congelamento, com o
risco de prejudicar a qualidade dos fatores de coagulacdo. Este tipo de plasma
descongelado em ambiente refrigerado € utilizado para fracionamento comercial na

produgéo de produtos plasmaticos em pools.'**
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2.4.3.1. Indicacao Clinica para transfusao de Crio

O Crio é fonte de fatores de coagulacdo e também matéria-prima para o fabrico de
concentrados de fatores obtidos por fracionamento. E utilizado no tratamento da
hemofilia A, doenca de VVon Willebrand, défices de Fibrinogénio e Fator X111. &%

Contudo existem atualmente concentrados de fatores que o substituem com maior
seguranca e a sua utilizacdo praticamente se resume a poucas situacOes de

coagulagdo intravascular disseminada, e/ou hemorragia macica. *®!

3. Seguranca dos Componentes Sanguineos

Desde que surgiu o Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida na década de 80, e
apos o incidente da transmissdo do virus VIH a milhares de pacientes
transfundidos, que os Bancos de Sangue se aperceberam da sua vulnerabilidade
face a micro-organismos desconhecidos, e da necessidade dum maior e continuo
investimento na seguranga dos componentes sanguineos.

A seguranca destes componentes passa por varios processos desde a selecdo de
dadores pertencentes a uma populacao de baixo risco, a testes pré-transfusionais, a
desleucocitacdo dos componentes e inativagdo patogénica, até ao seu

armazenamento eficaz e seguro. 2%

3.1. Selecéo de Dadores

A avaliacdo de dadores € um processo rigoroso com o objetivo de classificar
potenciais dadores como aceitdveis ou inadequados, de modo a obter dadivas
seguras para o doente que vai receber 0 sangue ou componente sanguineo.

Esta avaliacdo compreende o preenchimento de um questionario com dados
inequivocos de identidade e uma entrevista pessoal com um profissional de saude
qualificado, para estudar sumariamente o historico clinico do doente. O dador é

selecionado mediante critérios de elegibilidade/exclusao.
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Os critérios de elegibilidade para dadivas homdlogas encontram-se na Tabela 1 e
para aléem da idade e peso do dador, concentram-se especialmente nas
caracteristicas bioquimicas e celulares da dadiva de ST. E de referir que o médico e
0 servico de sangue podem autorizar dadores com mais de 65 anos.

Tabela 1. Critérios basicos de Elegibilidade para dadores

Critérios de Elegibilidade
Idade 1§ a 65 anos
Peso =30 Eg
Hemoglobina =125 g/L na mulher ; = 135 g'L no homem
Plaqustas 21501x105L
Proteinas =60gL

Os criterios de exclusdo para dadivas homdélogas centram-se no historico clinico do
dador, nomeadamente doengas infeciosas que se transmitem através de contacto
com sangue, mas também situacOes de transfusdes prévias, utilizacdo de drogas
(por administracdo intravenosa ou intramuscular), doencas cardiovasculares,
doencas parasitologicas e coagulopatias, entre outros.

Anteriormente, a orientacdo sexual dos candidatos a dadores era explicitamente
interrogada, sendo que individuos que se declarassem como homossexuais eram
imediatamente excluidos. Atualmente ja ndo ocorre essa discriminagdo explicita,
mas desde a publicacdo da diretiva europeia 2004/33/EC Anexo Ill, ponto 2.1,
define-se a exclusdo permanente de pessoas com comportamentos sexuais que 0S
coloque em risco de adquirir doenca infeciosa, mas a definicdo de préaticas de risco
ou alto risco, ainda esta em debate. (2!

Ao dador deve ser fornecida informacéo sobre a natureza imprescindivel do sangue
e da dadiva, sobre componentes derivados do sangue e os seus beneficios para os
doentes, também dos riscos associados as dadivas, autélogas ou homdlogas, e a
possibilidade de exclusdo ou suspensdo do estatuto de dador. Compreendidas todas
estas informacbes e apds esclarecimento de duvidas, o dador deve assinar o
consentimento informado.

Durante o processo de colheita, a verificacdo e registo da identidade do dador é
critica, assim como o estabelecimento da relacdo entre o dador e a dadiva, estes

passos sdo fundamentais para permitir a rastreabilidade das unidades transfundidas.
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Os critérios de suspensdo temporéria incluem situacbes de infecdo, sintomas
gripais, febre superior a 38°C, sendo a suspensdo de minimo de 2 semanas apos a
recuperagdo clinica total. Vacinacdo com virus/bactérias atenuados implica
suspensdo de 4 semanas, e situacdes mais graves como brucelose, febre Q, sifilis,
toxoplasmose e tuberculose, implica periodos de suspensdo desde 6 meses até 2
anos. No caso especial do paludismo a suspensdo é de 6 meses a 3 anos,
dependendo do contexto de exposicdo ao agente infecioso, se o dador reside em
local endémico, se foi apenas visitante ou se tiver antecedentes. No caso de

gravidez, a suspensdo é de 6 meses. *%

O envelhecimento populacional associa-se a um decréscimo do indice da dadiva e
maiores critérios transfusionais. E importante a planificacio da promocao da dadiva
e gestdo de stocks, o estudo populacional regional e obtencdo de informacGes

demograficas e sua evolucéo no tempo. %

3.2. Testes Pré-Transfusionais

No momento da dadiva sdo colhidas amostras laboratoriais para efetuar tipagem
ABO/RhD, e testadas para Hepatite B (antigénio HBs), Hepatite C (anticorpo anti-
HCV, do inglés Hepatitis C Virus) e VIH 1 e VIH 2.

3.3. Desleucocitacdo dos Componentes

A desleucocitacdo é pratica obrigatoria legalmente desde Novembro de 1999, em
CE e CP, com o objetivo de prevencao da transmissao de virus intra leucocitarios
como o CMV, e também como prevencdo de fendmenos de aloimunizacéo,
imunomodulacdo, assim como possibilita a reducdo dos efeitos nocivos do
armazenamento nos eritrécitos. Os filtros utilizados tém capacidade de remocéo de
leucdcitos de cerca de 99,9%. As diretivas europeias indicam que os CE devem ter

valor de leucécitos <1x10°, 1!
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3.4. Inativacdo Patogénica

Para além da desleucocitacdo, os componentes plasmaticos sao sujeitos a inativacéo
virica por métodos fisicos e quimicos, ou por irradiacdo. A Medicina Transfusional
tem na sua base boas praticas que minimizam o risco transfusional, desde a
implementacdo de estratégias que contemplem o rastreio de dadores, até a anélise
das unidades ap6s a colheita e processamento, assim englobando a eliminacdo de
dadores e unidades potencialmente infetadas.

As técnicas de inativacdo ou reducdo patogénica sdo métodos implementados na
ultima fase de processamento dos componentes sanguineos e possuem espectro
biolégico mais ou menos alargado, no entanto serd sempre limitado ao
conhecimento atual dos agentes patogénicos.

Ao sujeitar componentes sanguineos a qualquer tipo de tratamento quimico, é
essencial poder manter a sua qualidade e seguranca, ou poder prever eventuais
perdas em parametros fundamentais para a eficacia da sua aplicacdo terapéutica.
Tais perdas ndo deverdo ter repercussdo clinica, nem a sua aplicacdo apresentar
uma ameaca a seguranca, pela introducdo de produtos quimicos.

O PF é um componente sanguineo administrado principalmente em situacdes de
coagulopatias, e a sua inativagdo confere uma maior seguranca enquanto produto
bioldgico.

Vaérios tratamentos quimicos de inativacdo tém sido estudados e desenvolvidos,

com diferencas nos métodos, potencial de toxicidade e eficacia:

- Tratamento Solvente-Detergente

A acdo do detergente consiste na destabilizacdo do involucro lipidico de virus e da
bicamada lipidica da membrana plasmética de organismos procariéticos ou
eucarioticos. O solvente, por sua vez, divide as moléculas lipidicas, expondo o

conteddo celular e levando a sua destruicdo.

Este tratamento é especialmente destinado a inativacdo de componentes
plasmaticos, devido & sua atividade litica celular. Por isso mesmo, é fundamental a

remogdo dos quimicos aplicados nos componentes, antes da transfusdo, para
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impedir reagdes adversas no recetor. O processo de remocdo do detergente e
solvente implica varios passos de filtracdo, extragdo, e cromatografia. Devido ao
complexo protocolo do método, ndo € vidvel efetud-lo para unidades individuais,

por isso é feito em pools de plasma.

Este tratamento tem demonstrado eficicia na reducdo de virus com involucro,
bactérias e protozoarios, e é acompanhado de alguma reducdo nos niveis de fatores
de coagulacdo. No entanto, grande parte das redugdes ndo sdo consideradas

clinicamente significativas. #>2°!

- Tratamento com Psoralen

O composto Psoralen, ou Amotosalen, é um composto heterociclico de distribuicao
ubiqua na natureza, com a capacidade de se intercalar entre pares de bases de
nucleotidos. Esta reacdo € ativada por luz ultravioleta no comprimento de onda de
320-400 nm. Nestas condi¢cdes, 0 Amotosalen age como intermediario estrutural no
cross-linking de residuos de &cidos nucleicos complementares, impedindo a sua

replicacao.

O atual sistema em uso, INTERCEPT, Cerus Corporation, conta com equipamento
de absorcdo de compostos que contém carvao ativado para recolher Amotosalen

ndo incorporado nos nucleétidos, assim como fotoprodutos residuais.

Este tratamento em ensaios biologicos e estudos in vitro, ndo revelou atividade
toxica nem mutagénica nas quantidades usadas para tratamento dos componentes.
No entanto, verificou-se diminuicdo no nivel de fatores de coagulacdo, apesar de

ser considerada clinicamente aceitavel. 2°2!

- Tratamento com Azul-de-metileno

O Azul-de-metileno € um corante de tiazina, frequentemente usado como agente
antimicrobiano e desinfetante. O seu mecanismo de acdo consiste na clivagem
fotoactivada a um comprimento de onda entre 620 e 670 nm, de cadeias de acidos
nucleicos em residuos de guanina. Este composto ndo é incorporado no &cido

nucleico, no entanto 0s componentes assim tratados devem ser filtrados para a sua
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remocdo. Este tratamento tem revelado reducéo de virus com invélucro tais como
os da Hepatite B e C e VIH, mas também para os sem involucro como o Parvoirus
B19. A toxicidade deste composto ainda ndo esta bem estabelecida, apesar de

existir j& um uso consideravel do processo. 12526271

- Tratamento com Riboflavina

A Riboflavina, ou Vitamina B2, é um composto heterociclico fotoreactivo que
catalisa a clivagem, por transferéncia de eletrdes e oxidagdo, dos residuos de
guanina e fragmentacdo da dupla hélice. A Riboflavina é ativada num intervalo

maior de comprimentos de onda, em luz visivel ou ultra violeta.

O unico sistema comercial aprovado para inativagdo patogénica de componentes
sanguineos com riboflavina é o Mirasol PRT; CaridianBCT, Lakewood, CO. Este
sistema usa radiacdo UV com uma concentracdo de Riboflavina de 50 pumol/L.

A Riboflavina tem acdo inespecifica através de radicais de oxigenio, nos
componentes proteicos e lipidicos do agente patogénico e demonstra eficacia tanto
em virus com involucro lipidico como em virus sem involucro como o Parvovirus
B19. Provou também ser eficaz na reducdo bacteriana. O facto deste composto ser
natural e ubiquo na natureza, faz com que seja considerado seguro, ndo sendo
necessaria a remo¢do do mesmo. Novamente se verificam reducdes clinicamente

ndo significativas nos fatores de coagulacdo. 2°2°

3.5. Conservacdo e Armazenamento dos componentes
sanguineos

A conservagdo e armazenamento dos componentes de sangue sdo alguns dos pontos
criticos da atividade transfusional. A cadeia de frio do Banco de Sangue tem um
papel fundamental na manutencdo dos hemocomponentes. E necessario estabelecer
quais as condices minimas especificas para manter a qualidade de cada

componente sanguineo.

A obtencdo de componentes de qualidade ndo é suficiente para garantir, ndo sO a

estabilidade dessa mesma qualidade, como também a seguranca dos componentes.
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Tem que existir uma cadeia de condi¢fes de acondicionamento, responsavel pela

definicdo das condi¢Bes de armazenamento temporério do ST e dos componentes.

Ja foi referido também que a cada componente correspondem uma série de
especificagdes de acondicionamento e armazenamento que sdo substancialmente
diferentes, de acordo com cada tipo de componente. Assim o ST, para possibilitar
um equilibrio entre as caracteristicas reologicas das células que o constituem, para
que permitam a melhor interface para a separacdo dos diferentes grupos celulares e
0 risco de contaminacdo bacteriana, ¢ acondicionado até a sua separacdo em
condigdes controladas. Para isto s&o utilizadas placas de arrefecimento de
butanodiol, que ao facilitarem um rapido arrefecimento até aos 20°C, mantém esta

temperatura durante um periodo de tempo também determinado.

Os componentes obtidos sdo manuseados em temperatura ambiente controlada

entre 19 a 22°C, dispondo o laboratério de controlo de temperatura permanente.

Depois de obtidos os componentes, estes sdo armazenados respeitando as
caracteristicas celulares e uma vez mais respeitando 0 compromisso entre estas

necessidades e a contaminacéo e proliferacdo bacteriana.

Assim, os CE sdo armazenados em camaras de 4°C, as plaquetas em camaras de
22°C e 0s componentes plasmaticos a -30°C. As condicGes para armazenamento de
plasmas e outros componentes plasmaticos no banco de sangue sdo as exigidas
pelos requisitos necessarios para estes componentes e adequadas ao volume de
componentes produzidos, mantendo a temperatura estavel ao longo do tempo de
armazenamento, e dadas as suas dimensdes, essa estabilidade mantém-se

independentemente do volume de carga de novos componentes.

Atendendo as caracteristicas proprias deste componente pretende-se a preservagado
méaxima dos fatores de coagulacdo mais labeis, como é o caso do Fator VIII,
sabendo que o consumo dos fatores tem inicio na propria colheita e é facilitado
pelas temperaturas de acondicionamento, ndao s6 durante o transporte e

armazenamento, mas durante o proprio processo de congelagéo.

Este processo esta descrito como devendo ocorrer em condigdes controladas que
permitam preservar a0 maximo a quantidade de fatores de coagulacdo e a sua

estrutura qualitativa. 1*®!
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Il. Estagio

1. Instituto Portugués do Sangue

O Instituto Portugués do Sangue (IPS) € um organismo dependente diretamente do
Ministério da Saude e que tem por missao regular, a nivel nacional, a atividade da
medicina transfusional. Deve ainda garantir a disponibilidade e acessibilidade de
sangue e componentes sanguineos de qualidade, seguros e eficazes a todas as

instituices de salde que integrem o Servigo Nacional de Saude.

1.1. Breve Historia da Instituicao

Portugal delineou os primeiros contornos da estrutura da rede transfusional nacional
em 1958 aquando da criacdo do entdo designado Instituto Nacional de Sangue.
Mais tarde, ja na decada de 80, com a emergéncia de doencas até entdo
desconhecidas e transmissiveis por transfusdo sanguinea, surge a necessidade de
reestruturar a nivel nacional, toda a rede da medicina transfusional com definicdo
clara de autoridades e responsabilidades, assim como do papel de regulador agora
atribuido a entidade competente. Em consequéncia, a 21 de setembro de 1990, o
Decreto-Lei n°294/90 cria o IPS, dotando-o como organizagdo com as
competéncias e atribuicdes especificas para esta atividade. Caracterizando-se como
uma instituicdo com autonomia financeira e técnica, e administrativamente
dependente do Ministério da Saude, o IPS é até hoje o principal constituinte do

Sistema Portugués do Sangue e da rede transfusional.

Mais recentemente, esta instituicdo junta a area dos transplantes, passando a ter nas
suas responsabilidades, atribuicGes e competéncias em toda a atividade relacionada

com a transplantacao.
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1.2. Instalacbes

O IPS é uma rede integrada de servicos que se distribuem por trés Centros
Regionais de Sangue (CRS) localizados no Porto, Coimbra e Lisboa (Figura 1),
responsaveis pela maioria das colheitas de sangue no pais, com capacidade para
assegurar a disponibilizacdo e distribuicdo de componentes sanguineos a hospitais,
clinicas e centros de hemodialise, publicos ou privados, que integram o Servico

Nacional de Sadde, sendo as dadivas voluntarias e ndo remuneradas. %

IPS
|
CRSC| [CRSL]||CRSP

Figura 1. Organizagdo nacional do IPS

1.3. Atividade e Atribuicbes

Ao IPS cabe:

“- Coordenar e orientar a nivel nacional todas as atividades relacionadas com a

transfusdo de sangue desde a colheita a administracao;

- Assegurar o funcionamento do Sistema Nacional de Hemovigilancia em

articulacdo com as entidades nacionais e internacionais competentes;

- Promover e apoiar a investigacdo nos dominios da ciéncia e tecnologia da area

da medicina transfusional;
- Promover a dadiva de sangue;

- Acompanhar os servicos de medicina transfusional puablicos e privados,
integrados no Sistema Nacional de Saude, a fim de garantir o cumprimento das

diretrizes aplicaveis;

23



Produtos Sanguineos Labeis

- Desenvolver um servico nacional de referéncia na area da medicina

transfusional;

- Assegurar, no ambito das suas atribuicdes, o cumprimento das obrigacoes
internacionais do Estado e a representacdo do Pais, designadamente junto da
Unido Europeia, do Conselho da Europa, da Organizacdo Mundial de Saude e de

outras organizagoes publicas ou privadas.”

Dentro da missdo do IPS e sua instrumentalizacdo atraves dos centros regionais, o
CRSP, tem “a responsabilidade de garantir a qualidade e seguranca dos

componentes do sangue”.

1.4. Centro Regional de Sangue do Porto

O CRSP, local onde teve lugar o estagio, é o centro de colheita, processamento,
armazenamento e distribuicdo de componentes sanguineos da regido Norte. Possui
também unidades moveis de colheita que usa para a promocao da dadiva (Figura 2).
O CRSP faz parte da rede nacional do IPS e é responsavel pelo aprovisionamento, e
reserva de componentes sanguineos para as instituicdes hospitalares com objetivo
principal de salvar e melhorar a vida dos doentes.

Figura 2. Unidade movel de colheitas junto ao edificio do CRSP
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Neste contexto, 0 CRSP considera fundamental:

¢ Disponibilizar, de forma consistente e sustentada, produtos e servi¢os seguros e
eficazes, que cumpram os requisitos técnicos e legais aplicAveis a medicina
transfusional. Para isto constitui relagfes fortes com os dadores e clientes,
mantendo um relacionamento exigente e justo para com os dadores, fornecedores
da matéria-prima, pois este € o primeiro e mais importante elo da seguranca na
cadeia transfusional.

e O CRSP compromete-se ainda a avaliar sistematicamente a satisfacdo dos
clientes e dadores de sangue, o desempenho do Sistema de Gestdo da Qualidade
assim como a eficacia dos processos empregues pela organizagdo, tendo em vista a
constante procura e implementacao de acbes de melhoria.

e Pretende ainda responder permanente e adequadamente as exigéncias da
inovacdo cientifica e tecnologica e as necessidades dos doentes desenvolvendo e
disponibilizando mais e melhores produtos e servigos.

e Disponibilizar aos colaboradores os meios técnicos e a formagdo adequada com
vista a manutencdo de uma equipa técnica qualificada, competente e motivada.

e Materializar esta preocupagdo com os colaboradores e o ambiente de trabalho
através da avaliacdo e implementacdo de acdes no ambito da higiene, saude e
seguranca.

e Desenvolver a¢des para proteger e conservar 0 meio ambiente.

O CRSP estabelece como sua missdo fornecer em tempo Util produtos sanguineos
labeis seguros e eficazes, aos servicos hospitalares da regido norte, sem e com
servico de colheita, de acordo com as suas necessidades. Responde ainda as

necessidades das outras areas geograficas, sempre que lhe é possivel.

Na sua visdo pretende ser o Centro de Referéncia da Zona Norte, nas areas de:

e Imunohematologia;
e Doencas Transmissiveis pelo Sangue;

e Estabelecer o Banco de Células de Grupos Sanguineos Raros Nacional.
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Como valores, o CRSP empenha-se na conduta ética; confidencialidade; rigor
técnico e transparéncia na comunicacao.

O CRSP, como produtor e distribuidor de componentes sanguineos da zona norte
do pais desde 1990, tem registado um aumento na distribui¢do, atingindo uma
media anual de 80000 unidades por dois anos consecutivos, 2009 e 2010 (Figura 3).

Distribuicéao - CRSP
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&0.000
S0.000 4
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Figura 3. Evolucédo da distribuicdo de componentes sanguineos pelo CRSP, entre
1990 e 2010

Ja em 2010, o CRSP atingiu uma média anual de 85 000 colheitas de ST
processadas (Figura 4), e 5000 produtos obtidos por aférese, com uma média diaria
que varia entre as 100 e as 600 unidades.

Colheita de Sangue Total - CRSP
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Figura 4. Evolucéo do nimero de dadivas de ST colhidas no CRSP de 1990 até
2010
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A atividade do CRSP desenvolve-se através da realizacdo de trabalho interno pelas
atividades diretivas, administrativas, promocionais, laboratoriais e de colheita de
sangue no posto fixo, mas também por trabalho externo, na atividade de colheita
em brigadas moveis e respetivas atividades de suporte. Os setores de atividade
congregam-se para 0 mesmo objetivo: assegurar componentes sanguineos finais
que sejam eficazes do ponto de vista terapéutico, seguros e com garantia da
qualidade, zelando pela sua correta administracéo.

A organizagdo do CRSP est4 demonstrada na Figura 5:

Direcdo

Bty

Servigos Planeamento e

Administrativos Programacdo de

Colheita

Figura 5. Organizacdo do CRSP nos varios departamentos internos
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No CRSP destacam-se as seguintes atividades e estruturas pela sua especificidade:

e Promocdo da dadiva: sensibilizacdo, por contacto direto da populacdo
potencialmente dadora de sangue (escolas, empresas, paréquias, associacdes,
coletividades, instituicdes publicas, etc...) e por contacto indireto, através dos meios
de comunicacdo social e outros.

e Colheita de sangue a dadores: colher ST ou componentes sanguineos
especificos, em posto fixo ou mével, segundo procedimentos claramente definidos.
e Processamento de componentes sanguineos: envolve, sucintamente, a
separacdo de ST em componentes sanguineos, a desleucocitacdo, o controlo de
qualidade dos componentes, a rotulagem, seu controlo, armazenamento e
distribuicéo.

e Laboratorio de Imunohematologia: estudo de antigénios ou anticorpos
eritrocitarios e/ou plaquetarios, quer em dadores, quer em doentes.

e Laboratorio de Agentes Transmissiveis: rastreio e confirmagdo de doencas
transmitidas pelo sangue, quer em dadores, quer em doentes.

e Distribuicéo e rececdo: gestdo dos pedidos e distribuicdo de componentes nas
instituices de salde publicas e privadas da Regido Norte de Saude.

e Consultoria Médica: apoio a solicitacdes técnicas das diversas instituicdes
publicas e privadas com as quais se relaciona.

e Articulacdo Hospitalar: elo de ligacdo entre o CRSP, e as diversas instituicdes

publicas e privadas com as quais se relaciona.

Todas estas atividades estdo organizadas em quatro processos claramente definidos:
0s processos de gestdo que englobam a concecdo e desenvolvimento, o
planeamento e revisdo do sistema de gestdo da qualidade, a gestdo de recursos
humanos e a articulacdo hospitalar; os processos de melhoria que englobam o
tratamento de ndo conformidades, acbes corretivas e preventivas assim como as
auditorias; os processos de realizacdo que englobam o planeamento, programacao
de colheitas, o processamento das dadivas com as diferentes vertentes laboratoriais,
como o0s laboratérios de virologia, imunohematologia e preparacao,
armazenamento, distribuicdo e transporte dos componentes, e finalmente, 0s

processos de apoio como compras, gestdo de infraestruturas, tecnologias de
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informacdo e comunicacdo, e gestdo de seguranca, emergéncia e ambiente cujo
mapeamento se apresenta na figura seguinte:

PROCESSOS DE GESTAQ (PG)
S
o oEsTIO DE o =
DESENVOLVIMENTO | e Mm + T
|
N S
£ F
c PROCESSOS DE MELHORIA (PM) l A
E ¢
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N 0
|
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D S
E
S REQUISITOS c
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D |
0 v =
S 8 "
D q T
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¢ R
L S
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E : E
N L=
5 — Pio
E REQUISITOS A
s D
PROCESSOS DE APOIO  (P4) I 0
R
E
0ESTAO DE mlou S
rmoe e mu £

Figura 6. Distribui¢do das atividades do CRSP por quatro tipos de processos relacionados com a gestéo,
melhoria, realizacéo e apoio dos servigos prestados.
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Todas estas atribuicdes de competéncias a nivel interno, aliadas as exigéncias das
diretivas europeias, que hoje sdo parte integrante do dia-a-dia da atividade do
CRSP, ndo lhe permitem acomodar-se, mas tentar responder cada vez melhor a
todos os requisitos cabendo-lhe a definicdo do seu modo de cumprimento. Este é
outro desafio, pois 0 quadro econémico do pais obriga a mais criatividade para

alcancar os mesmos objetivos com menos, mas mantendo a seguranca e qualidade.

E neste espirito que o laboratério de Produtos Sanguineos Labeis (PSL),
responsavel pela producdo de componentes sanguineos, controlo de qualidade e
armazenamento, tem intrinseca a sua rotina de trabalho a integracdo de forma
permanente de inovagdo na busca de metodologias para responder adequadamente a

exigéncias e mudancas.

2.Laboratério PSL

Provido de tecnologia e recursos humanos especializados, 0 CRSP assume assim
competéncias na colheita, processamento e conservacdo de sangue e componentes.
Em coeréncia com a sua politica de inovacéo cientifica e tecnologica, o laboratorio
de PSL deste centro desenvolveu um processador automatico das unidades de ST, o
Atreus 3C, para a separacao diferencial dos varios componentes sanguineos. Desta
forma garante a obtencdo de componentes sanguineos de qualidade e elevada
pureza e estabilidade na sua constituicdo, apesar da variabilidade biologica da
matéria-prima, pois cada dador tem caracteristicas biolégicas Unicas. E de referir
que as praticas utilizadas no processamento do sangue total em componentes devem
prevenir alteracdes fisicas e quimicas prejudiciais aos componentes sanguineos,
assim como minimizar a contaminacao e proliferacdo microbiana

Este desenvolvimento teve inicio em 2003 com o processador automatico para a
preparacdo de pools de plaquetas a partir de buffy-coats, 0 ORBISAC, dois anos
mais tarde, o CRSP em parceria com a Caridian BCT®, detentora deste
equipamento, desenvolveu um conceito que permitiu, a partir desta plataforma,
migrar para um equipamento de processamento completamente automatizado de
processamento de ST e obtencdo de CE, plasma desleucocitado e buffy-coat, o
ATREUS 2C+.
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Dentro do espirito de desenvolvimento continuo e de permanente melhoria para
otimizar a resposta, ndo s6 em qualidade como em quantidade de componentes de
sangue, este novo equipamento evoluiu para uma outra plataforma, o ATREUS 3C,
que permitia obter além de CE, plasma desleucocitado, plaquetas hiperconcentradas
e um residuo rico em células mononucleares, extraido dos outros componentes
como elemento indesejavel, mas ainda com aplicacdo clinica em situagdes muito

especificas.

Em simultaneo, desenvolveu uma ferramenta informatica que permite obter os
dados relacionados com os requisitos de qualidade de cada unidade de ST ai
processada, assim como dos componentes obtidos e a rastreabilidade de cada
unidade de ST.

Paralelamente, nestes Gltimos dois anos, esta plataforma, ainda em parceria, ja
evoluiu para uma outra plataforma que permite o processamento de 4 unidades de
ST em lugar de uma unica unidade, como atualmente, esperando-se a sua

comercializacéo para o final de 2012, 0 REVEOS®, agora ja Terumo BCT.

Tal como o processamento, também o armazenamento e conservacao dos
hemocomponentes sdo fundamentais na garantia de seguranca transfusional. Com
esse intuito, 0 CRSP possui duas arcas de congelacdo a -80°C e duas camaras de
frio a -40°C para PFC e Crio, duas camaras a 4°C, uma, para CE congelado, outra

para reagentes e back-up de armazenamento de CE e duas camaras a 22°C para CP.

Anterior ao processamento do ST pelo laboratorio PSL, a obtencdo da unidade de
sangue total esta também sujeita a um processo completo de controlo nas suas
diferentes etapas: selecdo do dador, controlo de contaminacdo, de volume e
velocidade da colheita, controlo de temperatura de acondicionamento e transporte
das unidades de ST até ao centro de processamento ou seja, o laboratério PSL do
CRSP.

O desenho e controlo do processo de colheita pretendem garantir de forma
consistente a qualidade da matéria-prima, para permitir a obtencdo de componentes
que também tenham condicGes de responder de forma igualmente consistente aos
requisitos de qualidade exigidos. Para além dessa preocupacdo, também se pretende

cumprir com 0s compromissos assumidos pelo CRSP face aos seus fornecedores,

31



Produtos Sanguineos Labeis

dadores, ou seja, ndo desperdicar a matéria-prima que é dada pelos cidad&os,
devido a disfuncdes inerentes ao processo de colheita.

E portanto essencial a utilizagdo de técnicas e métodos adequados para garantir 0s
melhores resultados, tanto para o dador como para o doente, tendo sempre presentes
os principios de qualidade, seguranca e zero desperdicio.

3.Competéncias e Objetivos

O estagio realizado no laboratério PSL pretende promover competéncias na gestao
e organizacdo das tarefas de rotina do laboratério PSL, na concecdo e
desenvolvimento de protocolos para responder a necessidades especificas da rotina
e na execucao de técnicas laboratoriais como a citometria de fluxo e a operagéo
com o0s processadores automaticos de ST para obtencdo dos componentes

sanguineos.

Para integrar na rotina do laboratorio PSL, foi critico obter conhecimentos ndo so
sobre as caracteristicas de cada um dos componentes obtidos a partir do ST como

algumas das suas principais aplicagdes clinicas.

Para além das competéncias técnicas, também as interpessoais foram exploradas
aquando da integracdo numa equipa de trabalho ja formada, e com o conhecimento

das hierarquias da instituicdo.

Os objetivos principais definidos para este estagio foram:

- Compreensao dos principios basicos da separacdo e conservacdo dos componentes

sanguineos;
- Integracdo na rotina laboratorial;
- Compreensao dos processos de gestdo e distribui¢do dos produtos sanguineos;

- Validacgdo da qualidade dos criocomponentes produzidos no CRSP.
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4. Atividades Desenvolvidas

As atividades desenvolvidas durante o estagio incluiram participacdo nas seguintes
tarefas:

- Rotina do processamento de unidades de ST numa metodologia automatica;
- Controlo da qualidade das condicdes de criopreservacao disponivel no CRSP;
- Controlo da qualidade dos plasmas obtidos no processamento das unidades

de ST e apds sua transformacdo em crio concentrados (PFC e Crio).

Foi concedido o acesso a tecnologia disponivel na instituicdo, desde os
equipamentos de centrifugacdo diferencial, Atreus 3C, a citometria de fluxo para
efetuar contagem celular e coagulometria para doseamento de fatores de
coagulacédo, até ao software utilizado para gerir as informac6es dos componentes

sanguineos.

As atividades realizadas foram as seguintes: sessdo de acolhimento sob a
responsabilidade do chefe de equipa, e integracdo nas areas do laboratorio PSL;
observacdo das colheitas das dadivas; processamento das unidades de ST, que
inclui programacdo e manutencdo do Atreus 3C e desleucocitagdo dos CE;
transporte dos CE e plasma para locais especializados de conservacdo e
armazenamento; armazenamento dos CP em agitadores; observacdo da fase de
distribuicdo dos componentes; ensaio para avaliacdo dos equipamentos de
criopreservacdo para armazenamento de PFC e Crio; ensaio de controlo de
qualidade dos plasmas, PFC e Crio, por doseamento de fatores de coagulacédo e

células residuais, com recurso a citometria de fluxo e coagulometria.

Segue-se 0 cronograma com a calendarizag¢do sumaria das tarefas do estagio:
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SEMANAS MESES
Estigio no

Laboratdric PSL
do CRSP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Julho de 2011 a Setembro de 2012
0202 |0Tr02 |14t02 | 202 (28002 | 07103 |14703 | 21703 |28103 (oaroa | 11004 (25004 | 27i06
Tarefas a a a a a a a a a a a a a
04202 | 1002 | 18102 | 25002 (04203 | 1003 | 18703 | 25003 | 0104 (0804 | 15004 |23004 | 01OT

Pesquisa e
estudo
biblicgrafico

Integrar a rotina -
processamento
de 5T

Avaliag3o das
condigtes de
CrioCONServagao
do CRSP

Avaliagio da
qualidade dos
PFC

Elaboragio do
indice do
relatorio de
estigio

Elaboragao do
relatdrio de
estagio

Figura 7. Calendarizacao do estagio no CRSP

4.1. Processamento das unidades de sangue total

A separacdo de ST em diferentes fracbes celulares é conseguida através da
centrifugacdo diferencial, na qual a forca de aceleracdo é ajustada de modo a
provocar a sedimentacdo de determinado tipo de células, enquanto as restantes se
mantém em suspensdo. Variaveis como a viscosidade do sangue, densidade e
tamanho das células, a concentracdo celular e a forca da gravidade séo calculadas e
reguladas para que numa unica centrifugacdo (variando a intensidade e velocidade)

se obtenham varios componentes sanguineos.

Existe uma grande variedade de sistemas semi automatizados especificamente
concebidos para a separacdo de ST em componentes sanguineos, que combinam a
centrifugacdo com selagem e pesagem dos componentes obtidos, eliminando

algumas das tarefas manuais necessarias anteriormente.

Como ja foi referido, o CRSP, dentro do seu compromisso de inovagdo, e em
parceria com uma empresa multinacional, Caridian BCT, desenvolveu um sistema
totalmente automatico de obtencdo de componentes do ST definido como Atreus
(Figura 8).
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Figura 8. Sistema Atreus 3C, processador
automatico de ST desenvolvido e utilizado
no CRSP

Este sistema, além da estabilidade e robustez que introduziu neste processo,
também foi concebido a pensar na adequabilidade a rotina de colheita e obtencéo de
componentes a partir de ST (Figura 9) possibilitando a sua separacéo desde as 2 e
as 24 horas ap0s a colheita.

Esta dltima particularidade foi outra inovacdo que constitui uma mais-valia
adicional, pois num processo de obtencdo de componentes tradicional é necessario
um repouso das unidades de ST no minimo de 8 a 12 horas antes do processamento
para obtencdo de componentes com as concentracdes celulares necessarias a

eficcia terapéutica.

Figura 9. Unidade de ST rotulada e pronta a
processar no Atreus 3C

Com a introdugdo desta flexibilidade de tempo para dar inicio a preparacdo dos

componentes, é possivel uma gestdo muito mais eficiente dos recursos, sem
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necessitar de dispor de stocks de componentes, e assim aumentar
consideravelmente a capacidade de resposta, visto que a manutencdo dos produtos
em stock com validades curtas e perda de viabilidade celular ndo é o mais
desejavel, e tem que se distribuir os mais antigos (e por isso menos eficazes e com

mais reacdes secundarias) primeiro e depois 0s mais recentes.

A obtencdo de componentes com esta tecnologia completamente automatizada
simplifica de forma muito significativa o processo de produgdo e elimina a
variabilidade introduzida pelo operador, que se verifica de forma muito acentuada

NOS Processos manuais.

Assim, apos a obtencdo da unidade de ST, é feita a carga informatica no préprio
equipamento (Figura 10), que foi parametrizado para iniciar 0 procedimento
unicamente apés a identificacdo do operador, da unidade e do grupo sanguineo, e
tendo sido atribuido um codigo para as primeiras dadivas que ndo apresentam grupo
sanguineo ainda disponivel.

FB Boas PLT

Figura 10. Identificagdo da unidade de ST, no software do Atreus 3C

E entdo selecionado o protocolo de separagio de acordo com 0s componentes que
sdo pretendidos no momento. A Figura 10 exemplifica o procedimento de
identificacdo onde foi selecionado o protocolo “FB BOAS PLT” que permite o
processamento de ST colhido hd menos de 8 horas para obtencdo de CP com alta

concentracéo celular.
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Para uma melhor resposta as necessidades dos hospitais em componentes, e
simultaneamente a logistica das préprias colheitas, o laboratério de PSL elaborou 6
protocolos. Trés protocolos para unidades de ST colhidas hd mais de 8 horas que
possibilitam separar até as 24 horas apés colheita: um em que todas as unidades de
ST s&@o para obtencdo de plaquetas, outro para obtencdo CE e plasma sem CP, e
outro com a aplicacdo de um autoswitch. Esta aplicagdo ocorre quando o proprio
equipamento deteta a camada leucoplaquetéria, e em funcdo da sua espessura,
determina quais as unidades que possibilitam a obtencdo de plaguetas com alta
concentracdo celular, das unidades que ndo o permitem, selecionando-as
automaticamente. Os outros trés protocolos permitem os mesmos resultados, ou
seja a obtencdo do mesmo tipo de produtos e com as mesmas caracteristicas, mas

em unidades de sangue colhidas ha mais de 2 horas e menos de 8 horas.

O protocolo selecionado na Figura 10, “FB BOAS PLT”, é precisamente um
protocolo com a aplicacdo do autoswitch aplicado a sangue que foi colhido ha
menos de 8 horas. Apds a identificacdo da unidade de ST e sele¢do do protocolo de
separacdo, deve-se proceder a carga do Atreus 3C, como mostra a Figura 11, com a
unidade e respetivos sacos multiplos, para transferéncia com os componentes
separados. A posicdo de carga da unidade de ST tem apenas uma posi¢do de
encaixe, e no final do procedimento obtém-se 0s componentes automaticamente
selecionados pelo equipamento, CE, plaquetas concentradas e plasma isento de

células.

Figura 11. Carga do equipamento com a unidade de ST
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No final do ciclo, no caso do protocolo “FB BOAS PLT” com a duragdo de
aproximadamente 10 minutos, basta proceder & descarga do equipamento. Como
mostra a Figura 12, a descarga é manual e deve ser feita com cuidado.

Figura 12. Descarga dos produtos da separacao, transferidos do
saco principal de colheita da unidade de ST, para 0s sacos
satélites

Na Figura 13 vemos 0s componentes sanguineos separados e selados em sacos
individuais, prontos para armazenamento, conservacdo e administracao.

Apos separacdo, apenas os globulos rubros necessitam de filtracdo por gravidade,
como ¢é mostrado na Figura 14, para desleucocitacdo, procedimento obrigatério
desde 1999.

Figura 13. Produtos sanguineos obtidos de uma Unica dadiva de ST
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Figura 14. Filtracéo dos CE por gravidade, para desleucocitacéo

No final do processo, o display do equipamento evidencia as caracteristicas mais
relevantes de cada componente. A Figura 15 exemplifica o display final dum ciclo
de separacdo, neste caso o protocolo aplicado é o de preparacdo de ST que foi
colhido h& mais de 8 horas sem aplicacdo de autoswitch, isto €, todas estas unidades
serdo processadas em plaquetas. Pode ver-se o niumero de colheita, o volume do ST,
do plasma, do CP e do CE.

Figura 15. Display do final do Atreus C, ap0s a separagéo
do ST com as caracteristicas de cada componente

Pode ainda ver-se, para além da identificacdo da colheita, 0 nimero 47 no icone que
ilustra a unidade de plaquetas concentradas, este nimero corresponde ao Platelet
Yield Index (PYI), que é um indice de concentragfes celulares indicador da

concentracdo de plaquetas desta unidade.

Este indice sempre que se situe acima de 40 indica um concentrado de plaquetas

com uma quantidade celular acima das 60x10° plaquetas na unidade.
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Todos os dados relativos as unidades sdo armazenadas num servidor de forma a
permitir a total rastreabilidade de cada componente, equipamento e/ou operador,
assim como as caracteristicas de cada unidade e dos componentes a que deu
origem, passando também pela taxa de ocupacdo do equipamento e controlo e

monitorizacao de erros.

Os dados armazenados no servidor sdo acessiveis através do software ASM@Porto
(Figura 16), com varias opcBes de pesquisa e caracterizacdo das unidades

processadas no CRSP, permitindo uma gestéo integrada de pessoas, equipamentos e

produtos.
/(;\, Instituto Portugués do Sangue, IP Iicio SAD_Base Links Contactos
.‘.—-ﬁ Centro Regional de Sangue do Porto

(@Repo

S o

Bem-vindo ao ASM@Porto Mapa ASM@Porto

Pesquisa detalhada
Separacdes entre datas
Separacgdes por turnos

Emos

Caracteristicas das unidades

ASM@Porto € um software de gestdo e acompanhamento do Sistema
Integrado de Processamento de Sangue Total Atreus.

Os dados apresentados sdo exportados pelo software ASM do Atreus,
guardados em base de dados e acedidos através de um conjunto de
formuldrios existente neste site. Ardzenar IPUS
Consultar IPUs nos agitadores
Criar Pools

Eliminar IPUs (um a um)

Finalmente, os dados obtidos podem ser visualizados em tabela e em
graficos.

Figura 16. P4agina inicial do software ASM@Porto, para rastreabilidade das
unidades

Todas as unidades estdo registadas no sistema informatico, e sempre que
necessario, € possivel saber: 0 nUmero de serie que lhe foi atribuido, o lote a que
pertence, o protocolo de separacdo selecionado e o operador que o selecionou, a
data de processamento, o volume dos componentes obtidos apds separacdo e a
ocorréncia de erros durante o processo, entre outros dados, como é demonstrado nas
figuras 17 e 18.
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(& i Instituto Portugués do Sangue, IP Inicio SAD_BaSe Links Contactos
Centro Regional de Sangue do Porto

Pesquisa detalhada Mapa ASM@Porto

Pesquisa detalhada
Separacdes entre datas

-

-
o i . . < -

N.© de unidade: Grupo de Sangue: Ex: O+, AB- = Separagc')es por turnos
e Ermos

Lote: |  Atreus:| Todos e Caracteristicas das unidades

Data de Inicio: T5] (s=aa-mm-dd) ex: 2010-05-20

Data de fim: 5] (aaza-mm- dd)

Todos os dias (@) | Segunda a Sexta: (_) | Sabados e Domingos: )

Operador: l1OdOS
Fresh blood: | | Over night: ] | Purge e Spindry [

(Pesausar )

Figura 17. Menu de pesquisa de informacdes sobre unidades processadas, do ASM@Porto

Na Figura 17 observamos os varios campos de preenchimento para rastreio das
dadivas, que apos serem definidos, ddo origem a um conjunto de dados especificos
que permitem identificar a unidade pesquisada e os varios detalhes do seu

processamento, o que é demonstrado na Figura 18.

Pesquisa detalhada Mapa ASM@Porto

# Pesguisa detalhada

+ Inicio
Detalhes de um processo

Vol

Lote Operador  Atreus Protocolo Data e Hora DuragdoGrupo PYI

Vol CE Wal 5T Hb Alarme

PEC

11043870 0003T51021 FERMANDOARA,0S75.P5L O;E\LéEQM 20050 o3z o 0 0 77 63 0 1305
11049873 0003T51021 FERNANDOARA,0976,PS5L OF’}“L;%M 2010;0550'05 09'43" 277 42 287 285 458 52
11050021 0003T51021 FERMANDOAPADS7T PSL O;‘Lé%” ST ozeen v s 34 273 42 43
11043995 0003T51021 FERNANDOA 115 Ochs;EzM 0008 ogson v 57 234 343 487 71
11050006 0003TS1021 FERNANDOARA0973,P5L O;LéEéﬂ 20101505‘?5'06 05'ss’ 277 50 304 274 462 49
11049902 0D03T51021 FERNANDOAPA,0980,PSL O;“LaEzM Wane® oeme v 54 283 297 43¢ 33 026
11043870 0003TS51021 ISABELR PADS75.PSL O;E\LéEQM PIL0S0E ppar v 0 0 77 e300 w03

Figura 18. Resultados de pesquisa, evidenciando dados da gestao do processamento das
unidades

As unidades processadas podem também ser agrupadas por datas de separacao,
como mostra a Figura 19, com pormenores adicionais do protocolo selecionado e

média de tempo de atividade do Atreus 3C.
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FB BOAS PLQ 2
FB SEM PLQ 2
FB TUDO PLT 2
ON BOAS PLQ 2
OMN SEM PLQ 2
ON TUDO PLQ 2

Total:

Separacoes entre datas

Separacdes efectuadas entre 2011-05-08 e 2011-06-08

2975
808
217
2309
548
20

6877

00:10:03
00:08:18
00:10:11
00:11:23
00:09:46
00:11:37

Figura 19. Registo de processos de separacéo de ST,
por data, e com registo de tempo de separacéo

Outro tipo de tratamento de dados é também o registo dos processos divididos pelos

vérios turnos da manhd, tarde e noite, exemplificado na Figura 20.

Hora

Das 8hoo as §hs9
Das 2h00 as 9hs9
Das 10h00 as 10h59
Das 11h00 &s 11h59
Das 12Zh00 &s 12Zh59
Das 13h00 &s 13h59
Das 14h00 s 14h59
Das 15h00 as 15h59
Das 16h00 as 15h59
Das 17h00 as 17hs9
Das 18h00 &s 18h59
Das 19h00 &s 19h59
Das 20h00 &s 20h59
Das 21h00 as 21h59

Separagoes por turno

MN.2 processos

Processos do turno
Manha: 49

Tarde: 42

Moite: 135

Figura 20. Registo dos processos de separac¢ao por turno

E importante a variedade de dados disponiveis e armazenados no servidor, pois

permite rastrear facilmente certa unidade ou agrupamento de unidades, mediante

caracteristicas muito especificas.

Apos o processamento da dadiva no Atreus 3C, as caracteristicas especificas de

cada unidade primaria e componentes obtidos sdo exportadas automaticamente do

equipamento para o servidor. Dados como o volume de ST, volume e valor de

hemoglobina do CE, PYI e volume de plasma, sdo tratados estatisticamente no

programa informatico, como mostra a Figura 21, fornecendo indicadores de

qualidade da colheita e processos anteriores, realizados no CRSP.
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Volumes, Hemog

aracterisbica

Volume de
Sangue Total
Volume de
Concentrado de
Eritrécitos
Hemoglobina no
Concentrado de
Eritrdcitos
Platelat Yiald
Indicator

n = 5826

11029294
11040762

volume de Plasma

lobina, Hematdcnto a PYI1

Média Mimimao Mmoo
458.4 363 705
297 .5 238 3B8

£E5.9 39 82
50 14 142
267.8 163 482

Unidades de 2011-05-08

71
1]

Caracteristicas das Unidades

Dasvio
Padrao
15.9 465
23 285
5.6 &
12.3 49
249.4 267

1028

465

297

E&

50
268

Unidades com hemoglobnas fora do mtarvale de refaréncia
idada Hb Alarme

Figura 21. Caracterizacdo das unidades de ST, com registos de volume,
concentracdo de hemoglobina e PYI

O ASM@ Porto regista também os erros ocorridos antes e durante o processamento

das unidades no Atreus 3C, sejam falhas mecanicas ou erros humanos, agrupando-

0s por data, discriminando o nimero de ocorréncias e a percentagem de processos

em que ocorrem, como demonstra a Figura 22.

Erros

Descrigio

Alerta na extraccdo do IPU

Falha/alerta na configuracdo

Falha no fecho da/M3o se fechou a valvula
de

Alerta de press3o do procedimento

Fuga detectada

ID de operador invalida/ndo autorizada
Falha na abertura da/N3o se abriu a valvula

Botdo de STOP activado
Falha/alerta na passagem do ST

M.? de erros agrupados por dia

MN.¢ de erros agrupados por tipo de erro e ordenados por frequéncia

N.© de % do total de

OCOMTéncias processos
=] 0.53 %
=] 0.532 %
(=] 0.4 %
2 0.13 %
1 0.07 %
1 0.07 %
1 0.07 %
1 0.07 %
1 0.07 %

3.06 %
5.91 %
10.321 %

Data de processamento MN.2 processos Yo ermros
2011-06-06

2011-06-07 13

2011-06-08 10

Totcal: 29

Figura 22. Registo e descri¢do de erros ocorridos durante
processamentos de ST no Atreus 3C
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4.2. Avaliacédo das Condi¢cOes de Crio conservacao dos
Componentes Plasmaticos

4.2.1. Introducéo

O plasma é um componente sanguineo com interesse terapéutico em quadros
clinicos de défices de fatores de coagulacdo. Este componente pode ser obtido por
centrifugacdo diferencial de colheitas de ST, ou por aférese.

No plasma obtido a partir de ST, a separacdo deve ocorrer entre as 6 horas e as 18
horas apo0s colheita. Apds o processamento, 0s plasmas sdo submetidos a
arrefecimento rapido em placas de butanodiol que permitem manter a temperatura
entre 0s 20°C e 0s 24°C, e nestas condicOes a congelacdo pode ser realizada até 24
horas apos a colheita.

Para o plasma obtido por aférese, o0 processo de congelacdo deve ocorrer até as 6

horas apos a colheita, exceto se arrefecido em placa de butanodiol entre 20 a 24°C.

Segundo o CEu, o processo de congelacdo dos plasmas deve constituir num choque

de frio que permita atingir temperatura < -30°C, no core do plasma, em 60 minutos.

A cadeia de frio do banco de sangue deve ser devidamente definida e especializada,
de modo a ndo haver perda de componentes sanguineos. Os equipamentos de
congelacdo devem ter uma performance que responda as necessidades especificas
dos componentes plasmaticos, assim, o choque de frio deve ter a capacidade de
atingir as temperaturas negativas desejaveis hum periodo de tempo curto. O choque
de frio é influenciado por fatores como a temperatura dos plasmas quando sao
colocados no equipamento, o volume de carga introduzido, a frequéncia com que o
equipamento é aberto, a sua capacidade de armazenamento, e também a prépria
fonte de energia elétrica utilizada. A importancia da qualidade do choque de frio na
congelacdo do plasma reside na prevencdo da perda de atividade dos fatores de

coagulacdo labeis deste componente. [
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Né&o dispondo o CRSP de equipamento especifico para esta finalidade, e atendendo
ndo s6 ao custo da sua aquisicdo, como a manutencdo e condi¢des de instalacao, foi
necessario avaliar a qualidade do choque de frio com os equipamentos disponiveis
nas instalagdes deste centro regional, assim como as condi¢es de armazenamento e

0 seu impacto na qualidade dos componentes plasmaticos.

Assim no decorrer deste estagio, estudaram-se e avaliaram-se estas condi¢des tendo
partido do pressuposto que a obtencdo dos plasmas no equipamento ATREUS 3C,
possibilita plasma isento de células e obtencdo mais precoce deste componente do
que nos métodos com separagcdo manuais, e que limita os fatores de exposicao que
contribuem para a perda de fatores. Pensou-se assim que esta vantagem a partida
poderia compensar um choque de frio com as condicdes tradicionalmente descritas
na literatura, e em que os componentes plasmaticos na sua entrada no processo de

congelacdo sofreram ja uma perda significativa dos fatores de coagulacao.

4.2.2. Objetivos

Este estudo teve como objetivos principais:
- Estudar e avaliar o choque de frio com os equipamentos disponiveis
- Estudo da curva de descida de temperatura no core dos plasmas colocados

nos equipamentos de congelacéo e armazenamento disponiveis no CRSP.

Como objetivo especifico definiu-se o seguinte parametro:

- Determinacdo do tempo de congelacdo e temperatura no core dos plasmas, a
temperatura igual ou inferior a -30°C, apds carga dos equipamentos de congelacao
com plasmas a temperatura ambiente (£20°C), em todos 0s pontos medidos. (em

condicdes reais de trabalho).
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4.2.3. Material

4.2.3.1. Amostras

- Sacos de unidades com 200 ml de glicerol

- Plasmas obtidos de ST ap06s processamento

4.2.3.2. EQuipamentos

- Arca 0619.CRB (arca de congelacdo e armazenamento a -80°C)
- Camara RF0030.PSL (camara de armazenamento a -40°C)

- Equipamento de medigdo e monitorizagdo PC logger 2100 TR0850.PSL com 8
sondas (calibrado pelo 1ISQ com o certificado de calibragio CTEM2308//10 em 08
de junho de 2010)

- Software Easyview para interpretacdo e leitura de resultados

4.2.4. Métodos

4.2.4.1. Protocolo para Avaliagcédo da Arca 0619.CRB

1) 1° Ensaio

Colocaram-se as 8 sondas (C1 a C8) do data logger mergulhadas individualmente,
num volume de 200 ml de glicerol a temperatura ambiente, distribuidas por cada

uma das prateleiras, conforme a Figura 23 e 24.

L=y |

Figura 23. Disposicdo das sondas nas prateleiras da arca de
congelacéo para o 1° ensaio
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Apos o fecho da arca, realizou-se o registo do valor das temperaturas captadas pelas
8 sondas, durante 24 horas.

Figura 24. Arca de congelacéo a -80°C, para conservagéo de
criocomponentes no CRSP

i) 2°Ensaio

Colocaram-se 8 sondas (C1 a C8) mergulhadas individualmente num volume de
200 ml de glicerol, paralelamente com 64 plasmas a temperatura ambiente,
distribuidos pelas prateleiras da arca, conforme a Figura 25. Os 64 plasmas
correspondem a um padrdo de trabalho representativo do volume a processar na
rotina do CRSP.

C1 PEC PEC PEC FEC
PEC PEC PEC PEC PEC
PEC PEFC PEC PEC PEC

PEC PEC C2

C2 PRC PEC PRC PEC
PEC PRC PEC PEC PEC
PEC PEC PEC PEC PEC

PEC PEC G4

CE5 PRC PEC PR PEC
PEC PEC PEC PEC PEC
PEC PFC PFC PEC PFC

PEC PEC C6

C7F PRC PEC PEC PEC
PEC PRC PFC PEC PEC
PEC PRC PEC PEC PEC

PEC PEC C8

Figura 25. Disposi¢do das sondas e PFC nas prateleiras da
arca de congelagdo para o 2° ensaio
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4.2.4.2. Protocolo para Avaliagdo da Camara RF0030.PSL

1) 1° Ensaio

Colocaram-se 8 sondas (C1 a C8) mergulhadas individualmente num volume de
200 ml de glicerol a temperatura ambiente, cada uma colocada dentro de um cesto
plastico. Os 8 cestos foram empilhados e distribuidos em pares (processo de

acondicionamento utilizado na rotina de trabalho)

As sondas C1,3,5 e 7 foram colocadas nos cestos apoiados diretamente no chéo da
camara, enquanto as sondas C2,4,6 e 8 foram colocadas nos cestos posicionados a
cerca de 10 cm do ché@o conforme a Figura 26 e 27.

J 2 L L L LS
[l L L S S

Figura 26. Disposicéo das 8 sondas em 8 cestos plasticos empilhados em pares, na camara
de congelacéo, para o 1° ensaio

Figura 27. PFC armazenados em cestos plasticos distribuidos
aos pares no interior da cdmara de congelagéo
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Apb6s o fecho da camara, realizou-se o registo dos valores das temperaturas
captadas pelas 8 sondas, durante 4,5 horas.

i) 2° Ensaio

Colocaram-se 8 sondas mergulhadas individualmente em 200 ml de glicerol a
temperatura ambiente, dispostas em 8 cestos plasticos empilhados aos pares.

As sondas C1,3,5 e 7 foram colocadas nos cestos junto ao chdo. As sondas C2,4,6 e
8 foram colocadas nos cestos a cerca de 10 cm do chdo. Juntamente com as sondas,

foram colocados 54 plasmas igualmente a temperatura ambiente, conforme a Figura

/ PFCCBFFC / / PFCCE PFC // PFCCA PFCPFC // PFCC2 PFCPFC /
PFCCT PFC / PFCCS PRC / FFCC3I PFCRRC /PFSCIPFGPFS /

Porta

Figura 28. Disposicéo das 8 sondas e PFC em 8 cestos empilhados em pares, na cAmara de
congelacéo para o 2° ensaio

Apos o fecho da cémara, realizou-se o registo dos valores das temperaturas

captadas pelas 8 sondas, durante 24 horas.

4.2.5. Resultados

4.2.5.1. Arca 0619.CRB

1) 1° Ensaio

O teste foi realizado durante 24 horas e evidenciou comportamento analogo em
todas as sondas. Verificou-se 0 tempo minimo de 26-27 minutos para que as
primeiras sondas atingissem -30 °C. Ao fim de 53 minutos a temperatura atingiu 0s

-30°C pretendidos em todos os pontos (ver Tabela 2 e Anexo A).
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Tabela 2. Resultados do 1° ensaio da Arca 0619.CRB

Sonda Tempo de congelagdo a - 30°C (minutos)

C1 31
c2 53
c3 32
c4 53
C5 42
Co 47
c7 27
Ca 26

i) 2°Ensaio

O teste foi realizado durante 24 horas, com comportamentos distintos em todas as
sondas. Ao fim de 507 minutos a temperatura atingiu os -30°C pretendidos em
todos os pontos, sendo que o tempo minimo observado foi de 220 minutos (ver
Tabela 3 e Anexo B).

Tabela 3. Resultados do 2° ensaio da Arca 0619.CRB

Sonda Tempo de cangelacio a - 30°C (minutos)

C1 220
c2 294
c3 277
c4 336
5 339
Co 430
c7 478
C3 507

4.25.2. Camara RF0030.PSL

1) 1°Ensaio

Foi realizado durante 4,5 horas e ndo se evidenciou comportamento idéntico em

todas as sondas. Foi aos 90 minutos que a primeira sonda atingiu os -30 °C,
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enquanto s6 ao fim de 3 horas a temperatura atingiu os -30°C pretendidos em todos

0s pontos (ver Tabela 4 e Anexo C).

Tabela 4. Resultados do 1° ensaio da Camara RF0030.PSL

Sonda

C1
c2
c3
c4
C3
Ca
c7
C3

i) 2°Ensaio

Tempo de congelagdo a - 30°C (minutos)
178
90
112
108
94
88
99
87

Foi realizado durante 24 horas e ndo se verificou comportamento idéntico em todas

as sondas. O tempo minimo atingido de congelagédo a -30 °C foi de 135 minutos, no

entanto s6 ao fim de 6 horas a temperatura atingiu os -30°C pretendidos em todos

0s pontos (ver Tabela 5 e Anexo D).

Tabela 5. Resultados do 2° ensaio da Camara RF0030.PSL

Sonda

o |
c2
c3
C4
C5
Co
C7
Ca

Tempo de congelagdo a - 30°C (minutos)
a0
150
240
150
130
150
130
135

4.2.6. Comentarios

A luz das diretivas do CEu para a congelacdo (choque de frio) de componentes

plasmaticos, assume-se que 0s equipamentos estudados ndo possuem capacidade de

choque de frio que permita atingir os objetivos estipulados.
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Perante os resultados apresentados, surge como opc¢do justificavel, a procura de
outro tipo de congelacdo rapida de unidades de plasma, que corresponda aos
requisitos pretendidos e permita garantir a qualidade do componente.

No entanto, para prevenir que investimentos consideraveis se revelem
desnecessarios ou redundantes no futuro proximo, seria pertinente completar este
projeto com um estudo direto da qualidade dos componentes crioconservados por
estes equipamentos do CRSP.

4.3. Avaliacdo dos Componentes Plasméticos Obtidos a
partir de Sangue Total

4.3.1. Introducéo

O PFC e o Crio sdo fonte de fatores de coagulacdo para suporte transfusional em
situacOes de coagulopatias e, particularmente, em situacdes de défices para os quais

ndo existem concentrados de fator disponiveis.

O plasma € um componente sanguineo que pode ser obtido a partir de uma colheita
de ST ou por processo de colheita de aférese e denomina-se PFC quando € sujeito a
congelamento a uma temperatura que permita a manutencdo da sua qualidade

enquanto componente destinado a transfuséo.

Este componente deve ser constituido por fatores de coagulacdo, albumina e
imunoglobulinas em valores considerados normais para a populacdo em geral.
Contudo, estdo descritos certos critérios de selecdo que devem ser seguidos, nas
areas da Serologia, Hemostase e Hematologia, como por exemplo, a auséncia de
certos marcadores viricos e de anticorpos irregulares e o seu método de preparacao
deve possibilitar a recuperacdo do Fator de Coagulacdo VIII dentro de niveis
definidos assim como um numero de células residuais dentro de limites
estabelecidos. O cumprimento destes critérios garante a qualidade e eficacia clinica
do PF.

No CRSP o processamento de plasma € obtido por aférese e por unidades de ST,

refrigerado imediatamente ap6s a colheita e acondicionado em placas de
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butanodiol. O plasma é separado com recurso ao processador automatico ATREUS
3C em intervalos de tempo entre as 2 e as 24 horas apés colheita.

Apb6s o processo de separacdo, a conservagdao do plasma deve ser feita por
congelamento em sistemas que permitam atingir temperaturas inferiores a -300C no
intervalo de 1 hora. Se for armazenado entre 20-24°C, essas condicdes permitem
um intervalo de 24 horas entre a colheita e 0 congelamento.

No processamento de plasma a partir de aférese, 0 componente desejado é retirado
diretamente da circulacdo sanguinea do dador por sistema automatizado. As

condicdes de congelamento devem ser as mesmas referidas anteriormente.

A validade dos PFC varia de 3 meses, a temperaturas entre -18°C a-25°C, a 3 anos,

a temperaturas inferiores a -25°C.

Dentro deste contexto, o congelamento, armazenamento e descongelamento devem
ser concebidos e selecionada uma metodologia que garanta 0s requisitos de
qualidade do PF, assim como o contetdo do PFC em fatores de coagulagéo e sua
atividade funcional. O descongelamento do PFC deve ser feito em banho-maria, a
temperaturas de cerca de 37°C e a metodologia definida de modo a evitar o risco de
contaminacdo bacteriana. Sistemas de aquecimento em seco podem também ser

aplicados, ja que minimiza o risco de desnaturacdo das proteinas plasmaticas.

Quando o PFC sofre descongelamento a uma temperatura de cerca de 4°C, forma-se
um crioprecipitado constituido por Fator VIII, Fibrinogénio, Fator Von Willebrand

e Fator XIII, com cerca de 10 ml por unidade.

Este tipo de plasma descongelado em ambiente refrigerado, é utilizado para

fracionamento comercial para a producéo de produtos plasmaticos em pools.

N&o se pode sujeitar o PF a mais de 1 ciclo de congelamento, com o risco de

prejudicar a qualidade dos fatores de coagulago.

Neste estudo, os PFC serdo avaliados de acordo com os critérios de elegibilidade e

aceitacdo/rejeicdo definidos pelo CEu, apresentados no Tabela 6:
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Tabela 6. Requisitos de qualidade de PFC definidos pelo

CEu
Parimetro Especificacio
. Igual ou superior a 70% do
Fator VIIe valor do Plasma Fresco
Fibrinogénio =140 mg'U
Glabulos Bubros = 6.0x10° L
Células . .
e e Leucocitos < 1. 0x109T
Plaquetas <30x10°L

4.3.2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo principal:

- Avaliagéo da qualidade dos plasmas obtidos por processamento de ST com Atreus
3C, apds congelamento e armazenamento nas condicdes e instalacdes atuais do
CRSP.

Como objetivos especificos definiram-se 0s seguintes parametros:
Plasmas Frescos (antes de congelacéo):

- Avaliacdo do numero de células residuais;

- Avaliagéo da concentracdo de Fator VIII;

- Avaliacdo da concentracdo do Fibrinogénio.

Plasmas Frescos apos congelamento a -40°C:

- Avaliacdo da concentracdo de Fator VIII;

- Avaliacdo da concentracdo do Fibrinogénio.
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4.3.3. Material

4.3.3.1. Amostras

Plasmas obtidos por processamento de ST, com 0 equipamento automatico
ATREUS 3C, entre as 2 e as horas 24 horas apds colheita com volumes
compreendidos entre 217 e 321 mL. Crio resultantes de PFC colhidos e processados
no CRSP.

4.3.3.2. Equipamentos

- Separador automatico Atreus 3C

- Contador hematologico Coulter LH 750 Analyzer

- Citémetro de fluxo Cytomics FC 500 Beckman Coulter

- Coagulémetro Amelung Amax 190 Plus

4.3.4. Métodos

i) Protocolo para determinacdo do numero de células

residuais nos Plasmas Frescos

e Caracterizacdo da Amostra

Os plasmas estudados foram obtidos a partir de colheitas standard de ST, realizadas

na rotina do CRSP, e processados no separador automatico ATREUS 3C.

Para a avaliacdo das células residuais dos Plasmas, utilizaram-se amostras de 35 PF

processados entre 8 de fevereiro e 5 de margo de 2011, a partir de colheitas de ST.

Os PF produzidos pelo CRSP tém um volume médio de 270 £17mL. Os PF foram
separados pelo sistema automatizado de processamento de ST Atreus®: 18 PF
foram processados entre as 2 as 8 horas apds colheita e 17 PF foram processados

entre as 8 e 24 horas apos colheita.
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Os PF foram conservados a uma temperatura entre 20°C+2°C. Foram
homogeneizados, e a amostra (3 a 5 mL) para a realizacdo dos testes foi obtida por
expressdo da tubuladura, sendo este processo realizado 5 vezes.

e Metodologia

Os valores de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas foram determinados em contador
hematoldgico Coulter LH 750 Analyzer®, que utiliza os principios de impedancia,
frequéncia de réadio e dispersdo de luz laser; e em citometro de fluxo Cytomics FC
500 Beckman Coulter® por citometria de fluxo.

Para a contagem de células residuais em citémetro de fluxo utilizou-se o Plasma
Count Kit BD Biosciences, seguindo as instru¢des do fabricante e calculando o

valor final de células residuais utilizando a seguinte formula:

N¢ células residuais  Esferaspor Tubo BD

—— - = Células Residuais/u L
N® esferas lidas Volume da Amostra

O numero de esferas lidas foi constante para o grupo de Plasmas com separacao
entre 2 e 8 horas apos colheita, no entanto para os Plasmas separados entre as 8 e as
24 horas o valor variou entre 10000 e 27994 esferas lidas pelo citdmetro de fluxo.
Esta variacdo relacionou-se com o facto de se ter verificado que 10000 esferas eram
suficientes para validar o resultado, tendo-se optado por esta metodologia,

dispensando a aquisicao por tempo.

Foram utilizados anticorpos monoclonais antiglicoforina A (CD235a) para a
marcacdo da sialoglicoproteina presente na membrana eritrocitaria, e anticorpos
anti-CD41a (complexo glla/lllb) para a marcacdo de plaquetas. Para a marcagédo de
leucdcitos foi utilizado o corante de acidos nucleicos Laranja de Tiazole, da BD

Biosciences, Becton, Dickinson and Company.

Na metodologia de citometria de fluxo utilizada, ¢ de referir que o gate
apresentava, em todas as amostras, debries ou restos celulares que marcam para a

glicoforina.
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1) Protocolo para determinacédo da concentracao do Fator

de Coagulacéao VIl nos PF e ap6s congelamento a -40°C

e Caracterizacdo da Amostra

Para determinar a concentragcdo em Fator VIII dos Plasmas, utilizaram-se amostras
de 24 PF processados entre 16 e 18 de fevereiro e 5 de margo de 2011, a partir de
colheitas de ST realizadas no CRSP. Os PF foram separados pelo sistema
automatizado de processamento de ST Atreus®, entre as 8 e as 24 horas apés
colheita.

O volume médio dos PF foi de 264 +29,19mL. Os PF foram sujeitos a
congelamento em camara de frio a temperatura de -40°C, e a descongelamento em

banho-maria.

¢ Metodologia

O doseamento do Fator VIl foi efetuado nos PF, e apos 24 horas de congelamento
a -40°C. Foi utilizado o coaguldémetro AMELUNG AMAX 190 Plus, pelo método
de fotometria com substrato cromogénico, com o Kit Fator VIII Cromogenic

Siemens Healthcare Diagnostics®, seguindo as instrucdes do fabricante.

lii) Protocolo para determinacdo da concentracdo do

Fibrinogénio nos PF e Crio

e Caracterizagcdo da Amostra do PF

Para determinar a concentracdo em Fibrinogénio dos Plasmas, estudaram-se duas
amostragens processadas com uma diferenca de 3 anos, definindo-se assim o
“estado da arte” dos componentes plasmaticos ja disponiveis para distribui¢éo.
Utilizaram-se amostras de 6 PF processados entre 29 e 30 de marco de 2011 e 6

PFC processados em 2008. Ambos o0s grupos foram processados a partir de
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colheitas de ST realizadas no CRSP, e separados pela metodologia de
processamento manual de buffy-coat, 24 horas apés colheita. O volume médio dos
PF foi de 278,83 15,98 mL.

e Caracterizacdo da Amostra dos crioprecipitados

Foram testadas amostras de 4 pools de 6 Crio, cada um produzido entre 22 e 30 de
mar¢o de 2011, a partir do processamento de PFC realizado no CRSP. O volume
por unidade de Crio foi de 0,35 dL.

Duas pools foram produzidas com o método de banho em etanol com
descongelacdo durante 4 horas e as outras duas com o método em camara a 4°C
com descongelacdo em 12 horas.

e Metodologia

Foi utilizado o coagulémetro AMELUNG AMAX 190 Plus, pelo méetodo de
fotometria com substrato cromogénico, com o Kit DG-FIBL Human, Grifols

Diagnostic® S.A., seguindo as instrugdes do fabricante.

4.3.5. Resultados

A avaliacdo da qualidade do plasma foi realizada ndo s6 apds a congelagdo, mas

também ap0Os 0 armazenamento.

Dos resultados obtidos na analise quer das células residuais quer das concentracdes
de fatores de coagulacdo pode-se verificar que a qualidade dos plasmas e Crio
responde confortavelmente aos requisitos de qualidade estabelecidos pelo CEu,

mesmo durante o armazenamento.

Como esta demonstrado na Tabela 7, a média das células residuais situa-se da
seguinte forma: 20,94 +8.12x10°%/L de plaquetas, 0.07 +0.05x10%L de leucdcitos e
zero eritrocitos para PF preparados até as 8 horas apos a colheita; e de 9.06 £5.06
x10%/L de plaquetas, 0.08 +0.04x10%L de leucécitos e zero eritrécitos quando

preparados até as 24 horas apds a colheita.
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Tabela 7. Contagem de células residuais em PFC, em contador automatico

- ot Leucdcitos Eritrocitos Plaguetas
Amostras Dados Estatisticos | ' 1091) | @ecadx10h) | (o ed x1091)
o 'FoFal 12 0 377
separados Media=dp 0,070,035 0 20,94:8,12
>-8hapos Minimo 0 0 10
colheita —
Maximo 0.1 0 43
R Total 13 0 154
separados Média=dp 0.08=0,04 0 0 065,06
§-24hapes Minimo 0 0 0
colheita —
Miximo 0.1 0 17

Em ambos os cenarios, PF obtidos entre as 2 e 8 horas ap6s a colheita e nos obtidos
entre as 8 e as 24 horas apos a colheita, ndo foram verificadas situaces ou valores

fora dos critérios de aceitacdo em relagdo a nenhum dos parametros avaliados.

No entanto, em relagdo ao numero de células residuais, verificou-se alguma
distincdo entre os dois grupos, sendo que as amostras sujeitas a separacao entre 8 e
24 horas apos colheita demonstraram maior niumero de eritrocitos e leucocitos e
menor valor de plaguetas, comparativamente aos PF processados no intervalo de 2
a 8 horas apds colheita. Dispondo deste processo automatico de separacdo, a
diferenca de celularidade residual entre os dois intervalos de tempo para a
preparacdo dos plasmas é muito pequena. O menor nimero de plaquetas nos
plasmas com um periodo de repouso maior € um resultado esperado e estd de
acordo com o periodo de repouso que o método de separacdo tradicional exige
antes do processamento, sob pena de ndo se conseguirem obter produtos celulares

de qualidade e com possibilidade de inquinacdo celular dos plasmas obtidos.

Num processo de separacdo manual ndo seria possivel obter plasmas com esta
pureza. Por outro lado, esta separacdo mais precoce gque O processo automatico,
permite a obtencdo de plasmas com uma concentracdo de fatores mais elevada.

Tais valores obtidos em contador hematoldgico foram corroborados com um
segundo ensaio confirmatério, recorrendo a citometria de fluxo, cujos resultados

estdo na Tabela 8. Contudo, € de referir que no ensaio por citometria de fluxo, o
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valor para eritrocitos residuais ndo foi igual a zero, tal deve-se a uma maior
sensibilidade e especificidade do método garantidas pela utilizacdo de anticorpos
monoclonais anti-glicoforina A (sialoglicoproteina presente na membrana
eritrocitaria), e simultaneamente, devido a presenca no gate em questdo, de restos
celulares que marcam para a glicoforina, podendo atuar como interferéncia na

contagem.

Tabela 8. Contagem de células residuais em PFC, por citémetro de fluxo

o Leucécitos Eritrocitos Plaquetas
Amostras Dados Estatisticos | o x1000) | redlx109h) | (el x10°0)
18 PF Total 2 30E+H7 4 B0EH)T 4 60E+11
separados Média=dp 3,0E+6=0,3 2 TE+6=24 2.6E+10=0,1E+2
:-Shﬂ.ptli s MNT LS E ANTLns =i T
colheita Minimo 1,00E+H)3 6.10EH)3 1.50E+10
Maximo 3 B0E+H06 1,10E+07 520E+10
17 PF Total 750E+H06 1,10E+10 3,00E+11
separados Media=dp 4 A1E+30 1 3.9E+8=02E+10 1.8E+10=02E+11
§-24h —
= Minimo 1,00E+03 6, 10E+03 5, 20E+09
colheita Maximo 1.20E+06 1.00E-+10 9 20E+10

Os valores de Fator de Coagulacdo FVIII (FVIII) obtidos nos PF e PFCs foram

muito proximos, como se pode observar na Tabela 9 e na Figura 29, e bastante mais

elevados do que os valores minimos espectaveis segundo o CE, como demonstra a

Figura 30. Portanto, pode-se concluir que o processo de congelacdo protocolado

pelo CRSP ndo provoca perdas significativas de FVIII (as perdas foram inferiores a

10%).

Tabela 9. Doseamento do FVIII em plasma, antes e pds congelamento

- FVIII (%) FVIII (%) Eecuperagio
Amostras Dados Estatisticos Pré-congelacio Pos-congelagio de FVIII (%)
Z4FF Média =dp 10862173 100=159 92, 17+3,1
;_"':pf}rfai”;i Minimo 75 70 _
colheita Maximo 150 120 _
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Figura 30. Comparacao entre os valores de FVIII obtidos nos plasmas apds congelamento,
e os valores minimos esperados, definidos pelo CEu

Os valores de fibrinogénio avaliados nos PFCs processados em 2008 pelo método de
separagdo de buffy coat revelaram valores de fibrinogénio ligeiramente superiores aos
dos PF separados no ano de 2011 (ver TabelalQ), o que demonstra que mesmo com a
utilizagdo dum protocolo de qualidade técnica inferior (método buffy coat) e 3 anos de
congelacdo, o CRSP obteve plasmas com qualidade terapéutica.
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Tabela 10. Doseamento de Fibrinogénio em PF e PFC

Amostras Dados Estatisticos Flb}lnogenm
(mg/'dL})
Média=dp 252423
6 PF-2011 sep. . -
por Buffv-coat Minimo 234
Maximo 206
Meédia=dp 275130
6 PF-2008 sep. g —
A 244
por Bufifv-coat linimo
Maximo 314

Também no ambito dos Criocomponentes, 0s crioprecipitados demonstraram
valores acima da média estipulada pelo CEu, confirmando a competéncia dos

métodos de processamento e congelagdo do CRSP (Tabela 11).

Tabela 11. Doseamento de Fibrinogénio em Crio

Amostras Dados Estatisticos Eblnn':'gém':'
(mg/dL)
Media +dp 819,266
4 Poolsde 6 — -
Crioprecipitados Minmo 483
Maximo 1134

4.3.6. Comentarios

Apesar do CRSP ndo possuir camara de congelacdo rapida, o presente estudo dos
parametros de qualidade de PF e PFC demonstrou que as condicGes atuais de
processamento e conservacdo dos Plasmas e Crio, aqui avaliadas, permitem obter
componentes plasmaticos que respondem aos critérios de qualidade propostos pelo
CEu. Apesar de o atual sistema de processamento dos componentes sanguineos, o
sistema Atreus, ser dos mais recentes tecnologicamente, é de referir que 0os métodos
anteriores ndo deixam de ter a sua validade, e que a qualidade dos componentes é
preservada.
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lIl. Conclusoes

Concluido o estagio, e considerando as competéncias e objetivos estabelecidos,

pode-se apresentar o seguinte balanco:

Gestéo e Organizacao de Tarefas na Integracdo em Equipa

A aquisicdo de competéncias na identificagdo das necessidades da rotina, e
integracdo na organizacdo das tarefas para responder a essas necessidades, sem
comprometer em nenhum momento, a disponibilidade do staff e a dos
componentes.

A aprendizagem da necessidade de conceber um modelo organizativo para
integracdo na rotina, que contempla a identificagdo dos elementos do staff que
levardo a cabo as tarefas, os respetivos tempos e calendarizacdo; a gestdo da
utilizacdo dos equipamentos com a preocupacdo de ndo prejudicar a sua utilizacéo

na resposta a rotina.

Concecao e desenvolvimento de protocolos

A capacidade de conceber um desenho de estudo que permita responder a uma
competéncia especifica para um standard ou exigéncia, mesmo que a
disponibilidade de publica¢fes sobre a matéria seja escassa, com informacdo muito
reduzida ou até omissa sobre os detalhes dos protocolos ou procedimentos
envolvidos.

O desenvolvimento de espirito critico face a todos os imputs e outputs de cada

processo, assim como as suas interfaces.
Execucédo de técnicas laboratoriais

A aquisicdo das competéncias para compreensdo da importancia da recolha de

amostras dos componentes de sangue, representativas do contetdo real do
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componente, assim como o0 processamento técnico laboratorial necessario para a
manutencéo da sua qualidade terapéutica.

O trabalho com a citometria de fluxo na preparacdo e marcacdo da amostra,
aquisicao e interpretagédo de resultados com construcéo dos gates para leitura.

O trabalho com coagulometria com substratos cromogénicos, preparacdo da

amostra e controlos.

Aquisicdo de conhecimentos e sua aplicacdo pratica na rotina do laboratorio
PSL

A compreensdo dos principios do processamento dos produtos sanguineos e a
importancia do rigor e qualidade da sua aplicacdo técnica na obtencdo do produto
final, com integracédo na totalidade da rotina laboratorial.

A percecdo do valor de cada fase de processamento, e da funcdo particular da
conservacdo destes produtos, a manutencdo da sua qualidade terapéutica.

A assimilacdo de conceitos e defini¢Oes relacionadas com as praticas de producao
de componentes sanguineos.

A interpretacdo das praticas laboratoriais realizadas, a luz dos conhecimentos
adquiridos.

A compreensdo de que o desenho da logistica do servico € também definido em
funcdo das necessidades das instituicbes medicas da regido norte (e ndo so0), por

observacdo da gestdo e distribuicdo dos componentes sanguineos produzidos.

Validacdes de Qualidade

A realizacdo de dois ensaios de validacdo da qualidade dos criocomponentes
produzidos:

- Em primeira instancia, avaliando as condi¢des de crio conservacao disponiveis no

CRSP e tendo como referéncia os requisitos especificados pelo CEu;
- Posteriormente, estudando as caracteristicas celulares e bioguimicas dos

componentes plasmaticos apds o processamento e pré-congelacdo, e pos-

congelacdo, tendo como referéncia os requisitos especificados pelo CEu.
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Ambos o0s ensaios constituiram um estudo com resultados que permitiram a
confirmacdo da qualidade dos componentes plasméticos obtidos a partir de ST, e
dos métodos desenvolvidos e utilizados no CRSP para 0 seu processamento e
conservacao.

Os objetivos definidos pelo CRSP de obtencdo de componentes plasmaticos com
qualidade terapéutica sdo indubitavelmente cumpridos, e em certas situacdes até
ultrapassam os requisitos estipulados pelo CEu (no doseamento de fator de
coagulacdo VIII pos-congelamento, ver gréafico 4), no entanto, 0 CRSP nédo possui 0
equipamento de choque de frio descrito como necessario.

Ao serem atingidos os objetivos estipulados com recurso aos meios de conservagao
disponiveis, mesmo que estes meios sejam considerados alternativos, e nao
completamente especificos para o fim que lhes é atribuido, torna-se desnecessaria a
aquisicdo de um equipamento que, para além do seu orcamento estar fora da
realidade econdmica nacional, requer elevada manutencdo e ndo apresenta garantias
de resultados que excedam grandemente a qualidade dos obtidos.

Seria também um investimento desapropriado neste momento em que o tratamento
industrial de plasma e sua inativacdo vao propor solugdes cujos caminhos ndo estdo
ainda totalmente esclarecidos.

O que este estudo de qualidade reflete é, portanto, a importancia maxima do
raciocinio critico na tomada de decisdes, assim como a contribuicdo para as

solucdes que desbrava o caminho a seguir até aos objetivos.

A titulo de comentario pessoal, este estagio possibilitou:

A percecdo da abertura de horizontes para a carreira profissional, compreensao e
contato direto com uma realidade que ultrapassa a simples producdo de resultados
sobre uma amostra, mas que integra uma variedade de competéncias tdo ampla

como exige a producdo de componentes sanguineos.
A sensibilizacdo para as potencialidades da area de Analises Clinicas e Saude

Publica, nesta realidade que também integra respostas especificas para doentes

particulares, com componentes manufaturados e transformados exclusivamente
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para responder a casos Unicos e muito especificos. Ser analista implica conhecer a

versatilidade necesséria para conceber e determinar essas respostas.
Destaque-se:

A relevancia significativa do estagio, em contexto de enriquecimento profissional e
académico, ja que o profissional de Analises Clinicas e Salde Publica necessita
duma atualizacdo constante, ou torna-se um simples autémato, facilmente

substituivel.

A constante procura de atualizacdo de conhecimentos e divulgacdo de material
didatico entre os profissionais da instituicdo, observada por varios momentos no

decorrer do estagio.

A percecdo de que a atitude de permanente descoberta e evolucdo faz parte dum
contexto de rotina com abrangéncia de atividades do técnico de Analises Clinicas e
Saude Publica.

O espirito de melhoria e inovagédo presenciado no laboratorio PSL do CRSP, um
servico em que a rotina e a investigacao se cruzam, um ambiente em que se prefere
0 0timo ao bom, e fundamentalmente em que a componente humana da medicina

ndo é esquecida.
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Anexo A — Graéfico da curva de temperatura da Arca
0619.CRB no 1°ensaio
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Anexo B — Grafico da curva de temperatura da Arca
0619.CRB no 2° ensaio
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Anexo C — Grafico da curva de temperatura da Camara
RF0030.PSL no 1° ensaio
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Anexo D — Gréfico da curva de temperatura da Camara
RF0030.PSLno 2° ensaio
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