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Resumo

O presente relatdrio de estagio esta dividido em dois capitulos, em que no primeiro é realizada
uma descricao dos setores laboratoriais e equipamentos utilizados na determinacao dos
parametros analiticos, e sao referidas as atividades realizadas no servico de Imunohemoterapia
da Unidade Local de Saude S. Joao.

Considerando o objetivo do estdgio: aplicar e integrar os conhecimentos adquiridos no Mestrado
em ACSP, realizar diversas metodologias analiticas na vertente da imunohemoterapia, e,
desenvolver e consolidar competéncias laboratoriais e comunicacionais, no primeiro capitulo
refere-se as atividades realizadas, enquadradas na rotina laboratorial do Servico.

No segundo capitulo é apresentado um estudo de caso sobre drepanocitose. Foi analisado o caso
de uma doente com 7 anos de idade que, devido as suas raras caracteristicas fenotipicas,
representa um desafio para encontrar unidades de sangue que correspondam ao fenétipo da

doente e sejam compativeis.

Palavras-chave: Transfusées; Anemia das células falciformes; Drepanocitose;

Imunohemoterapia; Dadores.



Abstract

This internship report is divided into two chapters, in which the first describes the laboratory
sectors and equipment used to determine the analytical parameters and refers to the activities
carried out in the Immunohemotherapy service of the S. Joao Local Health Unit.

Considering the objective of the internship: apply and integrate the knowledge acquired in the
Master's degree in ACSP, carry out various analytical methodologies in the field of
immunohemotherapy, and develop and consolidate laboratory and communication skills, the first
chapter refers to the activities carried out, within the laboratory routine of the Service.

The second chapter presents a case study on sickle cell disease. The case of a 7-year-old patient
was analyzed and, due to her rare phenotypic characteristics, it represents a challenge to find

blood units that correspond to the patient's phenotype and are compatible.

Keywords: Transfusions; Sickle cell anemia; Sickle cell disease; Immunohemotherapy; Donors.
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Capitulo I: Relatorio de Estagio

O presente relatdrio resulta do Estdgio realizado no ambito da Unidade Curricular de Estagio,
integrada no plano de estudos do 22 ano do Mestrado de Andlises Clinicas e Satide Publica, na
area de especializagao em Imunohemoterapia e Transplantacao, da Escola Superior de Saudde do

Instituto do Politécnico do Porto.

1. Contextualizacao do Estagio

A Imunohemoterapia, enquanto especialidade médica pode dividir-se em duas grandes areas: a
Imunohematologia (dimensdo laboratorial) e a Hemoterapia ou Medicina Transfusional
(dimensao clinica) (1). 0 estdgio decorreu no Servico de Imunohemoterapia (SIH) do Unidade Local
de Satide do Sao Joado (ULSSJ) do Porto, no periodo de 18 de outubro de 2023 a 14 de junho de
2024, com a duracado total de 621 horas.

O estagio teve como principal objetivo consolidar competéncias e capacitar o estudante em
contexto real de trabalho. Neste enquadramento, foi possivel conhecer e realizar os
procedimentos inerentes ao respetivo laboratdrio, ter conhecimento do Controlo de Qualidade
Interno (CQI) e Controlo de Qualidade Externo (CQE) e , de hiosseguranca, aplicados neste
laboratdrio.

A ULSJ contempla o terceiro maior hospital portugués do setor publico, e é uma referéncia em
termos de diagndstico e terapéutica, em muitas dreas/especialidades médicas como oncologia,
cardiologia, neurologia, e transplantes, entre outras areas na zona norte de Portugal continental.
E considerado um hospital de “fim de linha’, e uma referéncia acional para diversas
especialidades médicas. A ULSJ é constituida pelo Pdlo do Porto (sede) e pelo de Valongo,
envolvendo mais de 5000 colaboradores. Encontra-se ainda associado a Faculdade de Medicina
da Universidade do Porto, o que o torna diferenciador ao nivel do ensino e da pesquisa para
futuros médicos, enfermeiros, TSDT e outros profissionais de satide (2).

0 SIH encontra-se ligado a Unidade Auténoma de Gestao de Medicina (UAGm), no departamento
de Andlises clinicas. Globalmente, o SIH e 0 Banco de Sangue estao divididos em trés setores: um
setor onde se encontram os laboratdrios de: Imunohematologia, Trombose e Hemdstase,
Imunoquimica, Biologia Molecular, um setor relacionado com a dadiva e por ultimo o setor de
colheitas dos hipocoagulados. As equipas multidisciplinares que compoem cada setor tém

elevada importancia para o correto tratamento do doente.



1.1. Caraterizacao do Servico de Imunchemoterapia

0 SIH é responsavel por colher, estudar, processar e armazenar sangue humano e/ou os seus
componentes com a finalidade de os transfundir a doentes que deles necessitam. E o Servico
responsavel pelo estudo desses potenciais recetores de sangue, hem como o de preparar e enviar
o produto mais adequado ao recetor em causa (3).

O laboratdrio de imunohemoterapia, baseia o seu estudo na identificacao/caraterizacao dos
antigénios eritrocitdrios, nos respetivos anticorpos e no seu significado clinico, com o objetivo de
garantir a seqguranca imunoldgica da transfusao ((4)). Neste seguimento, no SIH, executam-se
diversos exames analiticos requisitados pelos Servicos de Urgéncia (pediatrica e de adultos),
servicos de Internamento, Ambulatério e da Consulta Externa; e de outras Instituicoes,
nomeadamente: determinagao do grupo sanguineo, estudo de incompatibilidade feto-materna,
pesquisa de anticorpos irregulares, identificacao de anticorpos irreqgulares e pesquisa de
crioaglutininas.

Para o efeito, o laboratdrio de IH dispde de 3 autoanalisadores: Ortho Vision™ e 0 ORTHO Vision™
Max da casa comercial Ortho Clinical Diagnostics (Figuras 1e 2), e Erytra da empresa comercial
Grifols (Figura 3), onde sao realizados normalmente todos os testes de tipagem ABO, Rh,
fenotipagem. Quando se trata de pedidos de transfusao emergentes ou de amostras

insuficientes para serem integradas nos equipamentos, os referidos testes sao executados por

metodologias manuais.

Figura 1. Equipamento Ortho Vision® Max Swift Analyzer Figura 2. Equipamento Ortho Vision®
Swift Analyzer



Figura 3. Erytra da empresa comercial Grifols

2. Contextualizacao sobre a classificacao dos Sistema Sanguineos
2.1. Sistema ABO

Apds varias tentativas transfusionais, (de animal para animal; animal para humano e humano
para humano), foi em 1900 que Karl Landsteiner conseguiu descrever o grupo ABO. Os antigénios
ABO estao presentes nos eritracitos e em vdrias células do organismo. Os antigénios do grupo A
e B resultam da modificacao de um carbohidrato precursor, designado substancia H, a N
acetilgalactosamina e N-galactose formam os antigénios A e B, respetivamente. O gene O é
considerado nao funcionante porque codifica um produto proteico que nao é detetado como
antigénio sanguineo (4,5). No sistema ABO, sempre que determinado antigénio ndo estd presente
é esperada a presenca do anticorpo correspondente no plasma. Pensa-se que estes anticorpos
naturais sejam estimulados por substancias semelhantes as do grupo sanguineo A e B presentes
nanatureza (6,7).

Em testes de rotina, ao se utilizar reagentes séricos com anticorpo conhecido e reagentes
celulares de fendtipo ABO conhecido, é possivel detetar 4 fendtipos diferentes: Grupo A, B, AB e
O (Tabela 1), conforme seja detetada a presenca de antigénios A, B ou nenhum deles,

respetivamente, na superficie membranas dos eritrdcitos (Tabela 1).



Tabela 1. Grupos Sanguineos e respetivos antigénios e anticorpos (7)

Grupo Sanguineo  Antigénios eritrocitarios = Anticorpos no plasma

0] Nao possui Anti-A e Anti-B
A A Anti-B
B B Anti-A

AB AeB Nao possui

A Classificacao ABO € obtida através da realizacao e concordancia de duas provas
nomeadamente; prova celular e prova sérica. Na prova celular, é testada uma suspensao
eritrocitdria com soros comerciais Anti-A, Anti-B e Anti-D, nao sendo obrigatdria a utilizacao do
soro Anti-AB. Na prova sérica, é testado o soro ou plasma do doente com suspensdes de
eritrécitos comerciais A1e B, nao sendo obrigatdria a utilizacao de eritrécitos A2 e O, contudo sao
importantes para a detecao de subgrupos e discrepancias (7).

Por vezes podem observar-se discrepancias de classificacao ABO, quando nao ha

correspondéncia entre o resultado da prova direta e da prova reversa (8) (Figura 4).

Problemas na prova direta Problemas na prova reversa
Antigenos A e B fracos Subgrupode A.Be AB
Poliaglutinacdo de hemacias Presenca de autoaglutinina fria na amostra
f Aglutinacdo inespecifica pela presenca de geleia de ) ( Auséncia ou diminui¢ao de anticorpos naturais anti-A|
Wharton em amostras de sangue de cordao umbilical e anti-B, como em recém-nascidos, idosos e
L do recém-nascido ) L imunodeprimidos )
Rouleaux Presenca de anticorpo irregular no plasma ou soro

Figura 4. Problemas relativos a prova direta e reversa

Com a Tabela 2 pretende-se, de forma concisa, resumir algumas causas de discrepancias
frequentemente encontradas e agdes para as corrigir, a nivel laboratorial, referentes a prova
celular e reversa no procedimento da fenotipagem ABO. Apds a sua resolucao, validam-se os

resultados (9).



Tabela 2. Fenotipagem ABO, discrepancias e solucoes

Fenotipagem Causas a Considerar Acoes
ABO
e ReacOes mixed-field; e \Verificar se o doente foi
e Subgrupo A e B fraco; transfundido recentemente e o
e Problemas técnicos com o fendtipo da unidade
procedimento ou reagentes; transfundida;
o Coombs direta positiva; e Potenciar as reagoes,
e Poliaglutinacao; aumentando o tempo de
Prova celular e Fendtipo B adquirido incubacao para 30 minutos;
e Incubar a 4°C durante 15 a 30
minutos;
e Tratar as células
enzimaticamente;
¢ Eluicoes.
e Ausénciade aglutinina; ¢ Identificar anticorpos frios;

e Autooualoanticorposreativos e Selecionar células negativas
Prova Reversa a frio; para antigénios relevantes
e Problemas técnicos com o
procedimento ou reagentes.

E importante referir que devido a certas caracteristicas fenotipicas dos doentes, muitos dadores
sao tipados para outros sistemas de forma a evitar imunizacdao a antigénios estranhos ao
organismo devido a pratica transfusional e atrasa da sua administragao.

As amostras usadas no laboratdério de Imunohemoterapia devem ser colhidas num tubo com
EDTAKj; e, quando chegam ao laboratdrio sao centrifugadas a 3500 rotacdes por minuto durante

7 minutos.

2.2. SistemaRh

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas eritrocitarios e o 22 mais importante, depois do
Sistema ABO, na medicina transfusional. Foi descoberto em 1939, por Levine e Stetson, por meio

de um caso de Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN).



A fenotipagem eritrocitaria Rh D deve ser efetuada em todas as dadivas de sangue e em todas as
amostras pré-transfusionais. A designacao Rh+ remete para a presenca do antigénio D na
membrana dos eritrécitos e Rh- a auséncia do mesmo. Os antigenos do sistema Rh sao
encontrados exclusivamente nas hemdcias (10). Sao proteinas codificadas por um par de genes
homdlogos, RHD e RHCE. O gene RHD codifica a producao do antigeno RhD e o gene RHCE, a

producao de dois pares de antigenos antitéticos: C, c, E, e (10).
2.2.1. DfracoeD parcial

Os antigenos D fraco apresentam-se como uma expressao enfraquecida do antigeno D, reagindo
de maneira variavel com os diferentes antissoros anti-D comerciais. Este fendtipo ocorre devido
a uma variacao qualitativa do antigeno RhD que produz uma alteracao quantitativa de sitios
antigénicos expressos na membrana eritrocitdria. As hemdcias contendo D fraco devem ser
consideradas Rh positivas no caso de dadores e negativas em recetores, podendo provocar,
dessa forma, aloimunizacao transfusional ou feto-materna. Os antigenos D parciais apresentam
alteracoes qualitativas e quantitativas quando comparados com o antigeno D normal. Essas
alteracdes podem ser caracterizadas pela auséncia de um ou mais epitopos do antigeno D que

foram substituidos por epitopos da proteina CcEe (11,12).
2.2.2. Doenca Hemolitica do Feto e do Recém Nascido (DHFRN)

A gravidez pode proporcionar problemas para a preparacao de uma transfusao. A mae pode ter
tidoumagravidez previa e exibir aloimunizacao decorrente da 12 gravidez ou por via transfusional
a antigénios fetais, e estes podem afetar o desenvolvimento do feto de gravidezes subsequentes
(413)

A preocupacao persiste na ocorréncia de Doenca Hemolitica do Feto e Recém-Nascido (DHFRN)
e Trombocitopenia Alo-imune Neonatal (NAIT) conforme ilustrado na Figura 4. No primeiro caso,
devido a anticorpos do tipo IgG que iram revestir os eritrdcitos fetais, mancando-os para serem
destruidos pelo sistema imune do feto causando anemia e consequente morte do feto e no caso
da NAIT as células marcadas pelos anticorpos serao as plaquetas. A trombocitopenia neonatal
aloimune é a causa mais comum de trombocitopenia isolada de um recém-nascido sauddvel,
devendo-se adestruicdo das plaquetas fetais/neonatais induzida por aloanticorpos plaquetarios

maternos dirigidos contra antigénios plaquetarios fetais (Figura 5) (13).
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Figura 5. Doenca hemolitica do Feto e do Recém-Nascido, (13)

2.3. Outros sistema sanguineos de relevancia clinica
Outros sistemas sanguineos visados durante o estagio, enumerados e descritos, foram:
2.3.1. SistemaKELL

Os antigénios do Sistema Kell estao codificados pelo gene KEL. Os antigénios do sistema Kell
estdao ausentes nas plaquetas, linfdcitos, granuldcitos ou mondcitos. Também podem ser
detetados nas células fetais a partir da 102 semana de gestacao, estando bem desenvolvidos ao
nascimento, podendo originar DHRN. Sdo considerados antigénios extremamente
imunogénicos, sendo o antigeno K o sequndo mais imunogénico de todos os antigenos de grupos

sanguineos (7,14).
2.3.2. SistemaKidd

Em 1951, houve o relato de um anticorpo no soro da Sra. Kidd, cujo filho sofria de DHRN devida ao
anti-Jka. O fendtipo nulo Jk (a — b-) foi descrito em 1959. Até ao presente nenhum outro antigénio
associado ao sistema Kidd foi descrito. O grupo sanguineo Kidd é um sistema localizado no
cromossoma 18 no segmento q12-g21. E designado pelo simbolo JK ou 009 pela ISBT. Estes
antigénios podem gerar aloanticorpos anti-Jka e anti-Jkb, estes apresentam efeito de dose e
outra caracteristica importante é que os seus niveis diminuem rapidamente tornando-se

indetetdveis o que dificulta a sua identificacdao. Podem ativar a cascata do complemento



causando reacao hemolitica transfusional tardia ocorrendo 24h a 28 dias apds a transfusao, mas

mais frequentemente entre 0 7-10 dia (4,15).
2.3.3. Sistema Duffy

Este sistema foi descoberto no inicio de 1950, tem uma particularidade: a predominancia do
fendtipo Fy(a-h-) (Fy-null) em individuos com origem africana e rara em caucasianos e confere
resisténcia a maldria (protecao contra o Plasmodium vivax, uma vez que a glicoproteina Duffy é
o recetor desse parasita), como o individuo do sexo feminino do estudo de caso, que ird ser
abordado posteriormente. Os antigénios mais importantes clinicamente sao o Fya e o Fyb, que
estao presentes no feto a partir da sexta/sétima semana, encontrando-se hem desenvolvidos a
nascenca. Estes antigénios sao sensiveis ao tratamento pelas enzimas ficina e papina mas sao
resistentes ao tratamento por ditiotreitol (DTT) e cloroquina. Os anticorpos deste sistema sofrem

efeito de dose, sdo quentes e sao do tipo IgG (7,16).
2.3.4. Sistema Lewis

O sistema sanguineo Lewis nao é produzido pelos eritrdcitos e nao estd integrado na estrutura
membranar, o que o torna um sistema diferente. Os antigenos desse sistema sao elaborados por
células teciduais e excretados nos fluidos corporais, principalmente nas secrecdes e no plasma
(7). Os antigénios Lea e Leb sdo os anticorpos mais frequentes do sistema Lewis, sendo
produzido por cerca de 20% dos individuos que apresentam fenétipo Le(a-b). Embora na maioria
das vezes o anticorpo sejado tipo IgM, foram relatados casos de anticorpos IgG apds transfusées
macicas. O comportamento seroldgico do anticorpo varia com o meio onde se apresenta e a
temperatura a que é submetido, é potenciado por células suspensas em salino em temperatura
ambiente, embora algumas vezes possa reagir a 37°C e na fase da antiglobulina humana (AGH),

podendo ocasionar reacdes transfusionais hemoliticas (7,17).



2.3.5. Sistema MNS

Os antigenos MN podem ser detetados a partir da 92 semana de gestacao e estao bem
desenvolvidos ao nascimento. Os antigénios mais importantes deste sistema e que influenciam
atransfusao sao: M, N, S e s. As células quando tratadas com enzimas papaina ou ficina perdem
aexpressao completa dos antigénios M e N, e de forma varidvel os antigénios S e s. O anti-N é do
tipo IgM, o anti-M pode ser IgM ou IgG, os anticorpos Anti-S e anti-s sao normalmente IgG,
reagem a 37°C. Estes anticorpos sofrem efeito de dose, ou seja, a sua reacao é mais forte com
células homozigdticas para o antigénio (7,18).

Segundo a ISBT atualmente existem 45 sistemas de grupos sanguineos. Foram apenas
abordados os que tém mais significado clinico e os que ao longo do estagio mais foram realizados

(18).

3. Atividades desenvolvidas no Servico Imunohematologia
3.1. RotinaLaboratorial a Dadores de Sangue

Na rotina laboratorial, sao acolhidas pessoas que vém doar sangue, contribuindo para atender as
necessidades do hospital para o cuidado dos seus doentes.

A colheita dadadiva de sangue e das amostras necessarias para o estudo analitico, é realizada no
setor de dadiva de sangue. Apds a recolha, as dadivas sao encaminhadas para processamento,
enquanto as amostras sao enviadas para os diferentes laboratdrios do Servico. Estas amostras
nao sao acompanhadas de requisicao e sao colocadas em um suporte distinto para diferencid-
las das restantes.

As amostras sao centrifugadas e posteriormente colocadas no equipamento Erytra® para a
realizacao dos testes.

Os testes realizados aos dadores variam no caso de ser um novo dador ou um dador conhecido.
No caso de novos dadores, efetua-se a determinacao do grupo ABO e Rh. A amostra é testada
em duplicado. Na prova celular, onde cada antigénio é estudado com dois reagentes monoclonais
diferentes, nomeadamente, dois soros anti-A e dois soros anti-B com origem de clones
diferentes e executa-se também a prova reversa (8,20); Rh, a fenotipagem eritrocitaria Rh D tem
de ser efetuada em todas as dadivas de sangue e em todas as amostras pré-transfusionais. O
antigénio D, por vezes, pode apresentar expressdes mais fracas, de natureza quantitativa (D

fraco) e/ou de natureza Qualitativa (D parcial). Ambas sao consideradas como D variante. Os



individuos com o fendtipo D variante devem ser clarificados acerca do seu significado, ja que ele
difere consoante sejam dadores ou doentes. Assim sendo os dadores classificam-se como Rh D
positivos caso apresentem pesquisa de antigénio D ou D variante positiva e como Rh D negativos
0s que tém pesquisa negativa do antigénio D e D variante (7,10,13). O fendtipo alargado é
realizado para fazer corresponder os dadores com caracteristicas raras aos doentes com
fendtipo correspondente que necessitam de transfusao.

Quando o dador é conhecido (mais que 1 dadiva), realiza-se apenas o confirmatdrio dos grupos
ABO e Rh. A PAl realiza-se a todos os dadores de 2 em 2 anos, se forem mulheres e tiverem

passado por um periodo de gravidez realiza-se logo na primeira dadiva a seguir a gravidez.

3.2. RotinaLaboratorial aDoentes

Apds rececao e verificacao dos pedidos analiticos e amostras, pelo Assistente Técnico, 0 mesmo
da entrada no SIBAS (Sistema Integrado de Bancos de Sangue), ou SISLAB (Sistema Integrado
de Gestao Laboratorial) (19), respetivamente, e encaminha-os para o laboratdrio onde serao
processadas. E da responsabilidade do Técnico de analises clinicas do SIH verificar se:

e 0O pedido de exames complementares se encontra corretamente preenchido e

identificado de forma inequivoca;

e Aamostrabioldgica contém informacado que permita a sua correta identificacao;

¢ Osdados queidentificam a amostra estao de acordo com os que constam no pedido;

e 0O pedido e arespetiva amostra devem estar corretamente rotulados;

e Aamostra foi colhida nas condicdes corretas para a andlise requisitada.

A rejeicao das amostras nesta fase ou aquando da rececao de amostras pelo administrativo e
pelo técnico do SIH prendem-se com o facto de os erros de identificacao do doente e/ou da
amostra de sangue serem 0s principais responsaveis pelas reacoes transfusionais graves que
colocam emrisco a vida do doente, como é o caso daincompatibilidade ABO. Acresce o facto dos
procedimentos que contemplam a fase pré-analitica, desde a correta identificacao e rececao de
amostras, condicionam de forma inequivoca a qualidade dos resultados obtidos (10).

Sequencialmente, perante uma nao conformidade, o TSACSP comunica ao Assistente Técnico

pelos meios disponiveis, telefonicamente ou pessoalmente, entra em contacto com o servico de
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origem do doente, aguardando a respetiva resolucao. Na auséncia do Assistente Técnico, o

TSACSP contacta diretamente o Servico onde se encontra o doente.
3.2.1. Determinagoes arealizar a doentes

No SIH, na presenca de um doente que necessite de uma transfusao pela primeira vez, sao
realizadas a prova celular, prova sérica e o teste confirmatdrio da prova direta com o Card para
esse efeito. Em caso de discrepancias, se um doente precisar de uma transfusao urgente e nao
for possivel realizar os testes necessarios em tempo Util, deve-se optar por sangue do grupo O
para garantir a compatibilidade. Nunca se deve considerar os resultados da prova celular ou
sérica de forma isolada. Além disso, realiza-se a Prova de Antiglobulina Indireta (PAI) para
identificar possiveis imunizacdes decorrentes de transfusdes anteriores, (7,20).

A determinacdo ABO realiza-se também no estudo da DHRN, no transplante de drgaos, nas
questdes de paternidade, nas investigacdes forenses e nos estudos genéticos(20).

A classificacao, fenotipagem ou determinacao sanguinea pode ser realizadas em tubo, em card e
em microplaca. Durante o periodo de estdgio no SIH do CHUSJ, recorreu-se a metodologia em
tubo e em card, para executar as provas celular e sérica. O teste em tubo, embora seja
considerada a metodologia de referéncia, € pouco utilizada atualmente nos laboratdrios
Imunohemoterapia visto que se encontra sujeita a interferéncias e dificuldades de interpretacao,
(7). Na prova celular os antigénios sanguineos localizados na superficie da membrana plasmaética
dos eritrocitos reagem com anticorpos presentes nos antissoros comerciais provocando uma
aglutinacao macroscdpica. Na prova reversa, verifica-se a situacao contrdria: anticorpos da
amostra (presentes no plasma) reagem com as células comerciais, (7). Apds centrifugacao e

ressuspensao do botao de células, é possivel classificar o grau de aglutinacao, (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis de aglutinacao e caraterizacao dos aglutinados em tubo (22)

Aspeto Macroscapico Aspeto Microscoépico

Nivel de Aglutinacao
4+ Aglutinagao completa. Um N&o se detetam eritrdcitos
tnico aglutinado livres

3+ Reacao forte com aglutinados Alguns aglutinados grandes
de grande dimensao

2+ Reacao forte com alguma Grandes aglutinados num
aglutinados grandes “mar” de pequenos agregados

e eritrdcitos livres espalhados
1+ Muitos pequenos aglomerados =~ Muitos aglomerados com +20

eritrdcitos, num fundo de

1"



pequenos agregados e
eritrdcitos livres

+/- Fraco granulado numa Aglutinados de 6-8 eritrdcitos
suspensao de eritrcitos espalhados
w Suspensao de eritrdcitos Alguns pequenos agregados
(3-4 células)
0 Suspensao de eritrdcitos Nenhuma aglutinacao detetada
Mixed-field Eritrdcitos livres e aglutinados Aparecimento de duas
(1+/24) populacaes distintas de
eritrécitos

Durante o periodo de estdgio, essencialmente foi realizada a técnica de aglutinacao em coluna
com recurso a cards das casas comerciais Ortho e Grifols. No card da casa comercial Ortho, a
reagao ocorre em microtubos contendo microesferas de vidro e antissoros incorporados (23),
num ambiente tamponado. As microesferas possibilitam a separacao eficaz dos eritrdcitos livres
dos eritrdcitos aglutinados. As cassetes para determinacao ABO/Rh da Ortho sao constituidas
por 6 microtubos que contém, respetivamente, Anti-A: uma mistura de anticorpos monoclonais
murinos IgM, Anti-B: mistura de anticorpos monoclonais murinos IgM, Anti-AB: mistura de
anticorpos monoclonais murinos, Anti-D: anticorpo monoclonal IgM humano, Anti-CDE mistura
de anticorpos monoclonais IgM humanos e controlo (21).

A técnica de aglutinacao em coluna na Grifols baseia-se na separacao, através de DG Gel, sao
cards que possuem 8 colunas com tecnologia de aglutinacao em coluna (TAC) para tipagem de
grupos sanguineos e investigacao de anticorpos irregulares (24). Os microtubos contém os
anticorpos especificos incorporados na solucao de gel atuam como meio de reacao e os
eritrécitos aglutinam-se em contacto com os anticorpos. Os microtubos sem anticorpo sao
utilizados como controlos. Esta casa comercial disponibiliza dois tipos de cards para
determinacao ABO/Rh: um card especifico para recetores e outro card para os dadores. O card
dirigido a recetores possui uma solucao em gel tamponado: Anti-A monoclonal, Anti-B
monoclonal, Anti-AB monoclonal, Anti-D monoclonal IgM de origem humana e Anti-CDE
monoclonal da mistura de anticorpos IgM de origem humana. Ja os cards dirigidos aos dadores
possuem o mesmo nimero de microtubos que possuem uma solucao em gel tamponada: Anti-A
monoclonal, Anti-B monoclonal, Anti AB monoclonal, Anti-D monoclonal IgM de origem humana
e Anti-D’ que é umamisturade anticorpos IgG e IgM de origem Humana. Este tltimo reagente tem
como finalidade detetar o D fraco e variantes parciais do antigénio D, incluindo a variante DVI.

Ambos possuem microtubos com solucao gel sem anticorpos de forma a permitir arealizacdo da
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prova sérica e um po¢o denominado de “Ctrl” para realizacao do controlo de forma a validar os
resultados (21).
Durante a centrifugacao dos cards é possivel observar o nivel de observacao, de acordo com os

varios niveis de aglutinacao representados na Figura 6.
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Figura 6. Microtubos antes de serem utilizados (esquerda); diferentes graus de aglutinacdo possiveis (direita)

Os testes pré-transfusionais sao realizados para garantir a compatibilidade entre o sangue do
dador e o do recetor. Estes testes incluem: a Determinagao Grupo (prova direta e reversa) que sao
realizados aos doentes como descrito no ponto 2.2; fenotipagem sanguinea, ou seja,
fenotipagem eritrocitdria para outros grupos sanguineos para além do grupo ABO e Rh sao
realizados no caso de doentes de Hospital Dia, da Hemato-oncologia (devido a sua elevada

necessidade transfusional) e no caso de mulheres até aos 50 anos e DHRN.

3.2.2. Testes pré-transfusionais

3.2.2.1. Testes de Antiglobulina Humana

A utilizacao do soro antiglobulina humana na avaliacdao imunoldgica eritrocitdria é considerada
uma das descobertas mais significativas na medicina transfusional, superada apenas pela
identificacao do sistema de grupos sanguineos ABO. A simplicidade na execucao do teste de
antiglobulina, aliada a sua valiosa informacao diagndstica, torna-o essencial na pratica clinica
atual. Existem dois tipos principais de testes: o Teste da Antiglobulina Direto (TAD) e o Teste da

Antiglobulina Indireto (TAI) (22).
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3.2.2.2. Testede Antiglobulina Humana Direto (TAD)

O TAD poe em evidéncia as globulinas, geralmente IgG e/ou fracdes do Complemento fixados, in
vivo, a membrana dos eritrdcitos. Esta prova € utilizada no estudo de diversas situacées como:
da DHRN (sensibilizacdo dos eritrdcitos do RN pelos anticorpos maternos); de reacoes
transfusionais (sensibilizacao dos eritrécitos do dador pelos anticorpos do recetor); de anemias
hemoliticas autoimunes (sensibilizacao dos eritrdcitos do doente pelos seus prdprios anticorpos)
(23).

O Teste de Coombs Direto consiste em fazer reagir eritrécitos com um soro de antiglobulina
humana. Esta prova pode ser realizada em tubo assim como por técnica de aglutinacao em
coluna. No caso de existirem anticorpos fixados aos eritrdcitos a reacao torna-se visivel pela
reacao do soro de antiglobulina humana, que em conjunto com a ligacao entre os anticorpos
fixados, provoca a aglutinagao dos mesmos (4,23), como ilustra a Figura 7. Assim, o objetivo
deste teste é demonstrar in vitro eritrécitos sensibilizados porimunoglobulinas in vivo. Se apenas
uma parte dos eritrdcitos tiverem na sua superficie anticorpos, poderd surgir um padrao de

reacao misto (eritrdcitos aglutinados em diferentes alturas no micropoco) (4).

TESTE POSITIVO [EGENDA
‘ Antigenos na
membrana da
celula
Y Anti-entrocitos

Anfi-Ig lnmana
(Soro de Coombs

Amostra de sangue de um Soro de Coombs Aglhitmacio
paciente com anenua hemolitica ¢é adicionado (anti-Ig + complexo
anto-mune: eritrocitos sensibilizados.  (anti-Ig humana) antigeno-anticorpo)

Figura 7. Teste de Coombs Direto (20,55)

Parapotenciar estas forcas e permitira visualizagao da aglutinacao, podem ainda ser adicionados

outros reagentes que diminuem o potencial zeta entre antigénios e anticorpos (20,23)
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3.2.2.3. Teste de Antiglobulina Humana Indireto (TAI)

O objetivo do TAI é a detecao de anticorpos apds sensibilizacao in vitro, e realizado quando a
sensihilizacao nao origina aglutinacao direta (20). Este é baseado numa reacao de duas fases
(Figura 3). Numa primeira fase, (denominada de sensibilizacao celular), o soro a estudar é posto
em contacto com as células lavadas que possuem o(s) antigénio(s) correspondente (s) aos
anticorpos pesquisados, e se no soro existirem o(s) anticorpo(s) correspondente(s), estes iram-
se fixar seletivamente sobre as células que possuem o(s) antigénio(s) homdlogo(s). Na segunda
fase, (TAl ou fase de revelacao), verifica-se a sensibilizacdo ocorrida na primeira fase, através da
adicao do soro de Coombs que serve de ligacao entre as globulinas fixadas a superficie das
células que pela acao da fase anterior serao assim aglutinadas. O protocolo laboratorial do TAI
inclui um passo essencial de incubacao a 372C, de modo a mimetizar a temperatura do corpo
humano para que os anticorpos no soro reajam com os antigénios celulares in vitro. Apds a
lavagem das células, usa-se o soro de Coombs para detetar os anticorpos que revestem as
células (20,24,25)

Esta é a técnica em tubo, mas atualmente usa-se essencialmente a técnica de aglutinacao em
coluna que apresenta muitas vantagens como: suprimir as lavagens das células, ¢ uma técnica
menos morosa, gasta menos amostra e a sua leitura é mais objetiva, Este teste aplica-se na
Pesquisa e Identificacao de anticorpos irregulares, nas provas de compatibilidade, na pesquisa de

D fraco e na fenotipagem de células, Figura 8.

' N TESTE POSITIVO
- g T e o
L V) '
T \
A % . v
Amostra de soro Amostra de sangue de um doador 1g's fixam-se nas hemacias Soro de Coombs Aglutinagao ocorre
contendo anlicorpos (Ig's) & adicionada ao tubo com soro do doador formando o complexo @ adicionado pois as Ig's estho

04 antigeno-anticorpo (Antidg humana) fixadas nas hemacias

Figura 8. Teste de Coombs Indireto (TAI) (19)

15



3.2.2.4. Pesquisade Anticorpos Irregulares (PAI)
A PAl consiste na detecao de anticorpos anti-eritrocitdrios, de ocorréncia clinica inesperada que
sejam significativos no soro ou no plasma. Estes anticorpos podem causar quadros hemoliticos
graves, ocorrendo apds transfusdes sanguineas, gestacdes ou transplantes. A prevencao da
aloimunizacao transfusional em doentes politransfundidos, cronicamente transfundidos, como
os portadores de doencas hemato-oncoldgicas, € uma pratica constante na rotina laboratorial
(4,26).
A PAlinclui, obrigatoriamente a realizacao do TAI, cujo objetivo é pesquisar anticorpos no soro ou
no plasma. A antiglobulina humana é um anticorpo com acao sobre as cadeias pesadas das
imunoglobulinas humanas. Na PAI, utiliza-se suspensoes eritrocitdrias comerciais do grupo O,
para nao haver incompatibilidade ABO, com fendtipo conhecido, devendo estas suspensoes
possuir os antigénios que originam a detecao de anticorpos com significado clinico. Pode
realizar-se a PAl em meio enzimatico, ou seja, as células utilizadas foram previamente tratadas
com papaina ou ficcina, potenciando algumas reacdes e/ou inibindo/destruindo outras (4,6,7). A
amostra do doente soro ou plasma, utilizada para a realizacao da PAI nao deve ter mais de 72
horas, porque o complemento é degradado apds esse periodo, ultrapassando o mesmo tem de
ser enviado um novo pedido de transfusao e nova amostra e o TAl volta a ser repetido, (20), esta
repeticao deve-se ao facto de apds este periodo, poder aparecer em circulagao algum anticorpo
irregular se o doente for imunizado. E realizada (6,7):
a) Como teste pré-transfusional em todos os doentes candidatos a transfusdes de sangue
e/ou componentes;
b) A todos os dadores, uma vez que a mesma condiciona a utilizacao dos componentes
sanguineos;
c) No estudo de reacdes transfusionais, sempre que possam ser devido a anticorpos anti-
eritrocitarios;

d) Atodas as gravidas e de acordo com os protocolos estabelecidos com a Obstetricia.

3.2.2.5. Identificacao de Anticorpos Irregulares (IAl)
Sempre que a PAI for positiva devemos proceder a identificacao da especificidade do(s)
anticorpo(s) irregular(es) encontrado(s) no soro/plasma. A Identificacdo de anticorpos

irregulares (IAl) encontrados no soro ou no plasma deve incluir, obrigatoriamente, o meio no qual
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a PAI demonstrou reatividade. Quando necessarios para a identificacao, devem ser utilizados
outros meios, nomeadamente, o meio enzimatico (20).

A semelhanca da PAI, na identificacdo de anticorpos sao utilizadas suspensdes eritrocitarias de
dadores selecionados do grupo O, com fendtipo conhecido, devendo estas suspensoes,
igualmente, incluir antigénios dos grupos associados a formacgao de anticorpos clinicamente
significativos (10,31).

Utiliza-se um ndmero de suspensoes celulares superior as da PAI, normalmente adquiridas em
painéis comerciais, obtendo-se assim uma maior variedade de fendtipos. Assim, é possivel
aumentar o grau de probabilidade de identificar corretamente a especificidade do anticorpo. Para
se poder identificar corretamente a especificidade de um anticorpo com um grau de probabilidade
aceitavel, deve ocorrer reatividade em pelo menos, duas suspensoes positivas para o antigénio
correspondente e auséncia da reatividade com outras duas suspensoes negativas para o
antigénio (20).

Quando é identificada a especificidade de um anticorpo, é essencial verificar se nao existem
outros anticorpos clinicamente significativos associados. Nestes casos, pode ser necessaria a
utilizacao de suspensdes eritrocitarias adicionais ou outros painéis para a identificacao de
misturas complexas de anticorpos. Os resultados obtidos na IAl devem ser concordantes com as
hipéteses levantadas na analise da PAI. Aidentificacao dos anticorpos s6 ficara completa apds a
fenotipagem dos eritrdcitos do doente ou do dador para o antigénio correspondente ao anticorpo
identificado. Se o teste for positivo, isto €, se o doente ou o dador possuir nos seus eritrgcitos o
antigénio correspondente ao anticorpo identificado classificar-se-3, provavelmente, de um
autoanticorpo, desde que nao tenham sido transfundidos nos 90 dias anteriores ao estudo. Se o
teste for negativo, isto €, se o doente/dador nao possuir nos seus eritrécitos o antigénio em
causa, trata-se provavelmente de um anticorpo adquirido, aloanticorpo (20).

E essencial a utilizacdo de controlos aquando da fenotipagem: um controlo negativo e um
controlo positivo para o antigénio em questao, sempre que possivel em heterozigotia, de forma a
confirmar que os reagentes estao a funcionar como previsto. A fenotipagem de doentes
transfundidos nos 90 dias anteriores ao estudo pode ser invidvel pela presenca de eritrdcitos
transfundidos ainda em circulacao. Quando num dador, sao encontrados e identificados um ou
mais anticorpos no soro/plasma, apenas deverao ser utilizados para transfusdao os
Concentrados Eritrocitarios (CE). O dador é informado e, preferencialmente, dever-lhe-a ser

entregue um documento com a informacao acerca do anticorpo encontrado. No caso dos
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doentes, se no processo transfusional existir informacao da existéncia prévia de anticorpos
irrequlares, deve-se transfundir o doente com unidades negativas para os antigénios
correspondentes, mesmo que presentemente a pesquisa e a identificacao de anticorpos seja
negativa. Nos doentes com registo de producao de anticorpos irregulares deve proceder-se a
nova identificacao a fim de pesquisar a existéncia de novos anticorpos, se, entretanto, tiver

ocorrido algum episédio transfusional (20).
3.3. Provas de Compatibilidade

As provas de compatibilidade fazem parte do estudo pré-transfusional. Uma vez que a mesma
constitui um procedimento que tem por objetivo a verificacao in vitro, a compatibilidade
eritrocitaria entre o dador e o recetor. Através das provas de compatibilidade é previsivel a
detecao de incompatibilidades causadas por anticorpos clinicamente significativos. Se o recetor
tiver um anticorpo contra um dos antigénios da unidade de eritrocitos que esta a ser testada, vai
ocorrer reacao antigénio-anticorpo e consequente aglutinacao, a unidade nao pode ser utilizada,
dizendo-se incompativel, (10). As incompatibilidades que sao alvo de uma maior preocupacao
dos profissionais dos diversos servicos de sangue sao as do sistema ABO, pela gravidade de

reacoes transfusionais que originam (27,28) (Tabela 4).

Tabela 4. Compatibilidades dos CE's (29)

Se Rh+ Pode receber Pode dar

A+ A+ A-, O+ O- A+ AB+

B+ B+, B-, O+, O- B+ AB+

o+ 0+, 0- O+, A+ B+ AB+

AB+ Todos com Rh-e Rh+ AB+

Se Rh- Pode receber Pode dar

A- A-, O- A-, A+ AB-.AB+

B- B-, O- B-, B+, AB-, AB+

O- 0- Todos com Rh-e Rh+
AB- Todos com Rh- AB-, AB+
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No protocolo laboratorial das provas de compatibilidade, realiza-se a incubacao de uma
suspensao de eritrécitos de um dador com o soro do doente. Na eventualidade de ser um RN até
aos 4 meses de idade, por serem imunologicamente imaturos, o soro utilizado devera ser o
materno e as unidades selecionadas, tendo em consideracao que o sistema ABO e Rh deveram
ser compativeis com ambos (30). 0 SIH procede sempre a determinacao e confirmacao ABO/Rh
das unidades a transfundir num doente de forma a evitar erros de identificacao das mesmas.
Sempre que possivel, os componentes a serem transfundidos iram corresponder ao mesmo
grupo ABO/RhD do doente e apresentar o mesmo fendtipo CcEe e Kell que os doentes
oncoldgicos, dialisados, queimados, politraumatizados, entre outros. Quando tal nao é possivel,
podem ser utilizados para transfusao CE's compativeis apenas com o sistema ABO (Tabela 5)
(20).

Tabela 5. Compatibilidades ABO em fungao dos diferentes grupos sanguineos

Grupo ABO Fenétipo ABO dos CE

do recetor
AB AB A B 0
A A
B
(0] 0

3.4. Pesquisade Crioaglutininas

A doenca por crioaglutininas representa uma pequena fracao das causas de anemia hemolitica
autoimune. A destruicao de forma precoce dos eritrdcitos resulta de um mecanismo imune
mediado por normalmente do tipo IgM que se ligam a antigénios ou que induzem a ligacao de
fracbes de complemento a membrana eritrocitdria, comprometendo desta forma o seu
funcionamento com a aglutinacao dos gldbulos vermelhos inferior a 37°C, apresentam
reatividade 6tima entre 02C e 52C (7,30). Os quadros clinicos destes doentes pioram mediante as
estacOes do ano, ou seja, sao agravados no inverno onde as temperaturas sao mais baixas. Para
evitar a ligacao desses anticorpos, a colheita devera ser com todo o material pré-aquecido. Sao

utilizadas diversas diluicées do soro do doente que vao ser testadas para uma suspensao de
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eritrcitos do grupo O negativo a 3%. A incubacao é feita a 42C num periodo de 24 horas. O titulo
das aglutininas a frio é dado pela dltima aglutinacao positiva, a leitura deve ser feita
preferencialmente do tubo de maior diluicao para o de menor diluicao, de forma a evitar o efeito

Prozona (21,31)).
3.5. Titulacao de anticorpos

Este teste tem uma grande importancia para o estudo da incompatibilidade Rh feto-materna,
principalmente Anti-D. Nestes casos, deve titular-se os anticorpos no soro da mae, quando
previamente a TAl apresenta resultado positivo. As maes que, no inicio da gravidez, tenham um
aloanticorpo identificado, este deverd ser titulado com periodicidade curta (32). Neste método,
sao realizadas diluicdes sucessivas do soro a testar (soro materno), que € colocado a reagir com
células comerciais que apresentem o antigénio em causa. O titulo é obtido pela dltima aglutinacao
entre o0 soro e as células comerciais. A titulacao usa uma diluicdo em série do plasma/soro, na
razao de 1 para 2, da amostra pura (nao diluida) 1:1, 1:2, 1:4, ... até 1:2048 (que corresponde a 12
tubos). O nimero de diluicdes preparadas pode ser adaptado, o dltimo tubo onde ndo sao

colocadas células serve para a necessidade de continuar a diluicao posteriormente (33,34).

4. Atividade relacionada a transfusao de componentes sanguineos.

A selecao e o envio de componentes sanguineos devem obedecer a normas no ambito
laboratorial da Hemoterapia Clinica (35). O pedido de transfusdo pode ser emergente, muito
urgente ou programado. A preparacao da transfusao seque parametros de execucao distintos.
Sendo as transfusées emergentes ou muito urgentes preparadas maioritariamente com recurso
a técnicas manuais e as restantes transfusoes preparadas nos equipamentos automaticos do
laboratdrio conforme do seu grau de urgéncia, como ja foi referido no presente relatdrio.

O pedido de transfusao é feito no programa informatico Jone ou por impresso preenchido pelo
médico requisitante. No pedido deve constatar obrigatoriamente a informacao clinica do doente
que justifica a necessidade de se efetuar a transfusao, a identificacao do recetor, assim como a
identificacao do médico requisitante, através da sua assinatura e da colocacao da vinheta da
Ordem dos médicos; na auséncia da vinheta, é obrigatdrio o uso do carimbo hospitalar com o
nome do médico e o respetivo numero da Ordem. A colheita e a identificacao sao da

responsabilidade dos enfermeiros do servico onde o doente foi admitido, pelo que no pedido deve
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também constar, obrigatoriamente, a identificacao do profissional que realizou este
procedimento. Todas as etapas sao de extrema importancia no processo transfusional pois o
simples facto de nao cumprirem as normas supracitadas, implica a ndo aceitacao do pedido na
secretaria Doentes, que é devolvida até serem esclarecidas as eventuais duvidas para se dar
inicio ao processo.

No SIH, na rececao do pedido de transfusao € identificado o componente pedido e a urgéncia
necessdria a sua preparacao, (uma vez que os procedimentos variam mediante o tempo
disponivel para a mesma), sendo os pedidos emergentes objetivo de preparacao imediata.
Conforme o componente requisitado, efetua-se a sua selecao e a preparacao da transfusao, que
sera enviada a posterior, obedecendo o seu envio a normas igualmente descritas e mencionadas

mais adiante neste relatdrio.
4.1. Selecao e envio de Concentrado de Eritrdcitos (CEs)

A transfusao de CE’s é utilizada no tratamento de anemias sejam elas agudas ou crdnicas. A
primeiraindicacao para a sua administracao é restaurar ou manter a capacidade de transporte de
oxigénio que sustente as necessidades celulares/tecidulares do individuo. A infusdo de CE's
aumenta a capacidade de transporte de oxigénio as células com menor expansao de volume do
que a infusao de sangue total, tratando-se de um tratamento mais dirigido as necessidades do
doente (36).

Nas amostras de doentes que necessitam de transfusaes, o técnico do laboratdrio que receciona
a amostra efetua: a determinacao do grupo ABO e Rh, assim como a realizacao da PAI. No caso
de ser uma amostra de um recetor com PAI positiva, com anticorpos irregulares clinicamente
significativos em circulagao, ou com registo prévio da existéncia dos mesmos, sao selecionadas
unidades de CE's que ndao tenham presente o antigénio presente e com prova de compatibilidade
negativa. Deve ser ainda, sempre que possivel, apresentar o mesmo fendtipo Rh e Kell do recetor,
principalmente se estivermos na presenca de doentes com patologias que requeiram
necessidades transfusionais crénicas e mulheres em idade fértil (até os 50 anos de idade) (21).
Sempre que nao seja possivel cumprir com os principios enumerados acima, no caso de uma
rutura de stocks, é da responsabilidade do médico de urgéncia presente no Servico autorizar a

selecao de CE’s que nao cumpram as normas em vigor.
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4.2. Selecaode componentes sanguineos pararecetores comidade inferior a4 meses

As transfusdes numa faixa etdria precosse como a Pediatria dividem-se habitualmente em dois
grupos — recetores com menos de 4 meses de idade e recetores com mais de 4 meses de idade.
Para a execucao dos estudos analiticos pré-transfusionais para recetores com menos de 4
meses devem estar disponiveis amostras de sangue da mae e do RN devido a este apresentar
imaturidade imunoldgica. Na amostra da mae realiza-se a determinacao do Grupo ABO e Rh, com
utilizacao de reagentes monoclonais Anti-D IgM que nao permitem detetar a variante DY. Na
fenotipagem Rh, os resultados classificam-se como Rh Negativo, apenas se forem
indiscutivelmente apresentados como Rh positivos sao conotados como tal. Efetua-se a PAl e,
se esta apresentar um resultado positivo, a lAl

Na mostra de sangue do RN, realiza-se a determinacao do grupo ABO pela prova celular apenas.
A pesquisa de Anti-A e de Anti-B no soro nao pode ser considerada valida porque a totalidade ou
parte destes anticorpos sao de origem materna devido a imaturidade do sistema imunoldgico do
bebé, sendo adquiridos por transferéncia placentdria de anticorpos maternos de classe IgG, que
passam a barreira placentaria devido a sua pequena dimensao. O resultado positivo do teste da
TAD do RN ou da PAI da mae sugere a possibilidade da DHRN (21,37).

Ap6s arealizacao das provas, sempre que possivel e de forma geral, é selecionado um dador que
tenha realizado mais do que uma dadiva de sangue nos ultimos 2 anos e com todos os
marcadores infeciosos obrigatdrios negativos. Os componentes sanguineos devem ser do
mesmo grupo ABO e Rh do recetor ou em alternativa grupos ABO e Rh compativeis. No caso dos
CE's, preferencialmente, devem ser selecionadas unidades com menos de 5 dias. Se nao for
possivel, da-se preferéncia a unidades colhidas hd menos tempo. Para a realizacao de provas de
compatibilidade, utiliza-se o soro/plasma da mae ou, em alternativa, recorre-se ao soro/plasma
do recetor. Se a PAI for positiva e a sua identificacao revelar anticorpos clinicamente
significativos, seleciona-se unidades que nao contenham o respetivo antigénio ou que sejam
compativeis pelo TAI, até que o anticorpo em questao nao seja detetado no soro da crianca
(20,21).

Apds a preparacao de uma transfusao, a unidade de eritrdcitos selecionada é reservada para o
recetor em questao em ambiente refrigerado e controlado, sendo as unidades a transfundir
preparadas a partir de sucessivos procedimentos de fracionamentos da unidade original, pelo

recurso a técnicas de transferéncias estéreis (21).
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4.3. Transfusao emergente

Um pedido de sangue emergente aplica-se numa situacao clinica em que o risco de transfundir
umaunidade de CE sem provas de compatibilidade € menor do que orisco de atrasar a preparagao
dessa transfusao até ser determinado o grupo ABO e Rh do recetor e estarem concluidas as
provas de compatibilidade entre o plasma do recetor e os eritrdcitos dador. Sao situagdes graves,
em que o doente esta a sangrar abundantemente com perda de volémia superior a 20%. E de
salientar que em situacoes clinicas urgentes, como quando estao envolvidos politraumatizados
graves, os riscos de troca de grupo sanguineo, devendo ser prestada uma atencao extrema na
identificacao dos recetores e na colheita das amostras de sangue. O técnico que preparou o
pedido emergente deve contactar imediatamente o medico de urgéncia, se for consideranda a
urgéncia destas situacoes e forma de atuacao, a requisicao destaca-se das restantes, pela cor.
Os elementos minimos de identificacao exigiveis pelo SIH sao: etiqueta de internamento, da
consulta ou do Servico de Urgéncia em que constem pelo menos dois elementos de Identificacao
(Nome completo ou Feminino/Masculino nao identificado; nimero do episddio de urgéncia, do
internamento ou da consulta); identificacdo do nome do médico do doente e ndmero da Ordem
dos Médicos; local de transfusao; etiqueta com o nimero de identificacao transfusional da
respetiva pulseira (38). Sempre que possivel, a amostra de sangue do doente deve ser enviada
juntamente com o pedido de transfusao. Quando o pedido é rececionado sem a amostra, é
obrigacao do enfermeiro, a colheita da amostra antes do procedimento da mesma, e do
enfermeiro do SIH, o0 asseguramento do transporte para o servico do SIH e a entrega ao técnico
que ira proceder a preparacao da transfusao. Independentemente de a transfusao ser ou nao
realizada o doente é sempre identificado com uma pulseira de identificacao transfusional,
(permite a identificacao inequivoca de umindividuo no servico e das unidades a ele dirigidas com
a colocacao de um autocolante nas unidades a transfundir com as trés ou quatro letras e trés ou
quatro algarismos, que Ihe foram atribuidas) (21) .
Para o processamento do pedido de CE’s emergente, o técnico que recebeu a responsabilidade
de preparar a transfusao emergente deve:
v Selecionar uma unidade de eritrdcitos: grupo O Rh negativo preferencialmente, caso se
trate de uma mulher recetora com idade inferior a 50 anos ou do grupo O Rh Positivo, em
casode stock escasso de CE O Rh Negativo, tratando-se de umrecetor do sexo masculino

ou de uma recetora com mais de 50 anos;
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v Confirmar os grupos: ABO e Rh das unidades caso ainda nao tenha sido feito
anteriormente;

v’ Separar da unidade a transfundir uma tubuladura que vai ser utilizada para a prova de
compatibilidade, apds colocacao da etiqueta do saco num tubo de ensaio e contetido da
tubuladura no mesmo para ser colocada no equipamento;

v Colar a etiqueta do componente ou escrever no verso do impresso do pedido os
elementos identificadores da(s) unidade(s) enviada(s); nimero de dador, nimero de
colheita e grupo ABO e Rh;

v’ Efetuar o registo informatico do envio, preenchendo os campos do ecra referente a
emergéncias e colando as respetivas etiquetas no saco do componente a enviar de forma
aidentificar o caracter emergente;

v" Acionar a campainha de emergéncia, que implica que o assistente operacional
responsavel pelo transporte das transfusoes para os Servicos se dirija de forma rapida ao

laboratorio.

Logo apds a saida da(s) unidade(s) ou da entrega no SIH da amostra do recetor, o técnico
responsavel pelo envio procede a determinacao do grupo ABO e Rh da amostra do recetor,
executa a PAl e realiza as provas de compatibilidade, e realiza o registo dos resultados obtidos
no sistema. Sempre que, sao detetadas incompatibilidades durante a realizacao das provas de
compatibilidade, é da responsabilidade do técnico que realizou a preparacao da transfusao
comunicar imediatamente ao médico de urgéncia. Este deve alertar de forma célebre o médico

do doente e, sempre que possivel, a transfusao ser interrompida(21).

4.4. Selecao e Envio de Unidades de Plasma

O SIH utiliza o Octoplas® da empresa comercial Octopharma para responder a todos os pedidos
de transfusao de unidades de plasma. O Octoplas® é um plasma humanao inativado, tratado para
ainativacao de virus e remocao de prides em pool. O Octoplas é utilizado em situagcdes complexas
de deficiéncia de fatores da coagulacao causadas por faléncia hepadtica grave ou transfusao
macica, situacoes de emergéncia quando o concentrado de fator de coagulagao especifico nao
esteja disponivel (como p. ex. o Fator V ou Fator Xl) ou quando o diagndstico ainda nao foi

determinado. Também pode ser utilizado para a reversao rdpida do efeito dos anticoagulantes
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orais (do tipo cumarinico ou indanodiona), quando a administracao de vitamina K caso esta seja
insuficiente devido a alteragcoes da funcao hepatica ou em caso de emergéncias, e quando nao
estd disponivel um concentrado de protrombina. O Octoplas pode ser administrado para
restabelecer o equilibrio dos com fatores da coagulagao nos doentes submetidos a plasmaferese
terapéutica na presenca de hemorragias anormais, incluindo o tratamento da Pdurpura
Trombocitopénica Trombdtica (39).

0 plasma selecionado é o compativel no sistema ABO com os eritrécitos do recetor. Nao sao
realizadas provas de compatibilidade para este componente. No caso de recetores que nunca
efetuaram transfusdes de componentes sanguineos do SIH do CHUSJ, é necessdrio realizar
previamente a determinacao a determinacao do sistema ABO e RH, assim como fazer a PAl da
amostra enviada em conjunto com o pedido de transfusao.

0 TSACSP retira da arca congeladora a(s) unidade(s) necessaria(s) e procede de imediato ao seu
descongelamento, realizado em banho-maria, a uma temperatura de 37°C. Decorrente deste
procedimento, o nivel de fator VIII diminui rapidamente e o fator V diminui de forma mais lenta.
No entanto, o nivel de fibrinogénio e outras proteinas hemostaticas mantém os niveis adequados
durante aproximadamente 24h, pelo que em determinadas situacoes pode ser utilizado durante

este periodo de tempo.
4.5. Selecao e Envio de Concentrados Plaquetarios

Em caso de hemorragia ou para prevencao da mesma, em doentes com trombocitopenia ou que
apresentem alterac6es nafuncao plaquetdria, estes fatores servem de indicagao para transfusao
de Concentrados Plaquetdrios (CP). Estes concentrados podem ser obtidos a partir de um tnico
dador por plaquetaferese, designado de Concentrado Unitdrio de Plaquetas (CUP) ou em pool’s
(CPP) obtido a partir da juncao de 4-6 concentrados plaquetarios, contém mais de 2,5 x 10"
plaquetas, suspensas num volume aproximado de 250 ml de plasma ou solucao aditiva (40).

Os CP sao armazenados num equipamento que realiza a agitacao das plaquetas, num ambiente
controlado a temperatura de 22°2C. Quando um clinico efetua um pedido de CP, é da
responsabilidade do médico de servico do SIH realizar a selecao dos CP que serao dispensados
para tratamento do doente. Sempre que o stock disponivel permita o CP selecionado sera
isogrupal, do mesmo grupo ABO que os eritrdcitos do recetor. No SIH nao se fazem testes de
compatibilidade para este componente. Em recetores que nunca necessitaram de transfusao no

CHUS]J, o técnico responsdvel pela preparacao da transfusao realiza a determinacao ABO e Rh e
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efetua a PAl na amostra enviada juntamente com o pedido. Os CP sao mantidos em condicdes de

agitacao e a temperatura ambiente até a sua disponibilizacao.

4.6. Irradiacao de Sangue e de Componentes

Os componentes sanguineos irradiados sao utilizados sempre com o intuito de prevenir a doenca
de excerto contra hospedeiro associada a transfusao. Em transfusoes intrauterinas ou nas
transfusdes macicas de RN, seleciona-se uma unidade com menor tempo desde a sua colheita,
nado sao utilizadas nestes recetores unidades de CE irradiadas a mais de um dia. Nos restantes
recetores, é selecionada uma unidade com um intervalo de tempo desde a colheita inferior a 14
dias. Apds airradiacao dos CE' s, estes devem seu utilizados no prazo maximo de 14 dias. A dose
de radiacao de raios gama recomendada para componentes sanguineos é de 25Gy (21).

Os seguintes exemplos tém indicacao clinica para irradiacao de componentes celulares:
recetores de transplantes de medula dssea ou de células progenitoras de sangue periférico
alogénico ou autdlogo; doentes com imunodeficiéncias celulares congénitas; RN recetores de
transfusdes intrauterinas; doentes com anemia aplasica com tratamento imunossupressora;
doenca de Hodgkin; doentes em tratamento andlogos da purina: fludarabiina, cladribina,
deoxicoformicina com imunossupressao associada; doagdes sanguineas de familiares (doacoes
dirigidas); transfusao de Concentrado Unitdrio Plaquetdrio HLA compativel; transfusao de

granuldcitos; prematuros com peso inferior a 1200g (21).

4.7. Expedicao de sangue e dos seus componentes

A correta expedicao do sangue e dos seus componentes é uma etapa importante para garantir
que o produto final, aplicado ao doente, mantém todas as caracteristicas exigidas e é eficaz do
ponto de vista terapéutico. Assim, o transporte é realizado a temperatura entre 2-82C. As
unidades de CE, s6 devem ser retiradas do frigorifico e colocadas na mala de transporte
imediatamente antes da sua expedicao, isto é quando é solicitado o envio das unidades
previamente acondicionadas no laboratdrio para a sua aplicacao aos doentes nos diferentes
servicos, sinaliza-se essaintencao com aligacao daumaluz branca (menos urgente) ou vermelha
(muito urgente). Por cada envio, o nimero maximo de CE colocados na mala térmica é de 8

unidades, com destino a um numero maximo de 3 servicos hospitalares, mantendo a
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refrigeracao. Para tal, sdo colocados 2 acumuladores de frio na mala, mudados periodicamente

de 2 em 2 horas (21).
4.8. Supervisao do recetor de uma transfusao e reacoes transfusionais

A colocacao da transfusao no respetivo recetor e a sua vigilancia sao igualmente objeto de
normas dirigidas. O recetor deve ser observado durante a transfusao e durante um periodo
apropriado apds a transfusao, para despiste de eventuais reacoes adversas. A supervisao do
recetor, durante e apds a colocacao da transfusao, e a comunicagao da ocorréncia de umareacgao

adversa ao SIH é da responsabilidade do Servico onde o mesmo se encontra (3,6).

5. Validagao de resultados analiticos no SIH

A validacao dos resultados implica o cumprimento de um conjunto de premissas: a execucao do
ensaio segundo os Procedimentos do Laboratério e as Boas Praticas Laboratoriais; a
manutencao preventiva dos equipamentos utilizados, de acordo com as indicacoes do fabricante
e manutencao e a performance do controlo de qualidade, que sera abordado no ponto 6., e 0s
resultados do controlo de qualidade (CQ). Independentemente dos programas de CQ
implementados, existem testes-controlo de igual importancia, para que um resultado analitico
seja validado. Por exemplo: quando sao utilizadas diversas técnicas, deve existir um controlo da
técnica que comprovara a eficacia/veracidade do resultado obtido de cada uma. Na nao
confirmacao é responsabilidade do TSACSP executor do procedimento, realizar a sua repeticao
até se obter um resultado analitico vdlido. A transmissao de resultados, ap6s a finalizacao do
estudo analitico do autoanalisador, Erytra®-Grifols, os resultados sao transmitidos para o
sistema informatico SIBAS. Caso se detete alguma discrepancia nos resultados analiticos
transmitidos com os resultados o técnico regista a nao conformidade, preenchendo o impresso e
arquiva o mesmo, informando de imediato o médico que escreve na mesma folha a atitude
tomada. Se detetada alguma troca de sangue do recetor, é elaborada uma nota de nao

conformidade.
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6. Controlo de Qualidade

E da responsabilidade do SIH garantir que os resultados obtidos sejam precisos e exatos.

Para o efeito, além do referido no ponto anterior, aimplementacao de programas de Controlo de
Qualidade é essencial para evidenciar o desempenho das metodologias usadas. Tais programas
permitem assequrar a qualidade em todas as fases — pré-analitica, analitica e pds-analitica;
recolher dados para implementar acdes preventivas e corretivas; identificar problemas e definir
estratégias de melhoria continua. Neste sequimento, sao aplicados procedimentos de controlo
de qualidade ao equipamentos, reagentes e técnicas utilizados para a tipagem de ABO, RhD e

antigénios de outros grupos sanguineos e para a detecao e identificacao de anticorpos (20).
6.1. Controlo de qualidade Interno (CQI)

O CQI envolve a andlise diaria de amostras de controlo com resultados pré-estabelecidos,
permitindo verificar a precisao dos ensaios analiticos. No Servico de Imunohematologia da
ULSS], é efetuado diariamente o controlo do analisador Erytra® através do teste Diana Control;
do equipamento Ortho Vision Swift® com o teste Ortho ConfidenceTM WB; dos reagentes,
utilizando o teste Immucor COR QC® e, por fim, em datas programadas, realiza-se um CQI que é
um exercicio de desempenho mensal, realizado por TSDT a designar rotativamente, com recurso
ao teste Immucor COR QC Tech-Check; inclui também um exercicio de desempenho anual,
efetuado numa mesma amostra do teste Immucor Tech-Check® por todos os técnicos de

laboratdrio (41).

6.2. 0C.Qbaseado no Teste Immucor COR WC®

Assegura o controlo de qualidade dos reagentes utilizados no laboratdrio, sendo realizado no
inicio da abertura de cada lote e, diariamente, no inicio de cada turno. Tem como objetivo verificar
a reatividade e especificidade de todos os reagentes, como os soros anti-A, B, AB, D; as células
A1, A2, B; as células usadas na PAl e IAl, e 0 soro de Coombs. Para avaliar a reatividade, deve ser
observada uma aglutinacao visivel ao final do teste, resultante do contacto entre os reagentes e
0s antissoros correspondentes. Se tal nao ocorrer, o reagente é considerado imprdéprio para uso.
Ao longo do dia, caso haja uma mudanca de lote, sera necessario repetir os testes Immunor COR

QC® para o reagente especifico. A auséncia ou diminuicao significativa da forca da reacao,
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permite averiguar a deterioracao do reagente e impede a sua utilizacdo. O reagente em questao
tem de ser substituido por outro que satisfaca os requisitos exigidos para a sua utilizacao.

De igual forma o CQ é realizado no inicio da data de validade de cada lote novo para os vdrios
reagentes comerciais a uso (antissoros) com especificidades conhecidas para a determinacao de
grupos sanguineos de varios sistemas. Os reagentes utilizados produzem uma aglutinacao
visivel nas células do painel correspondente. Este conjunto de testes é utilizado de forma a
comprovar a reatividade, especificidade e aferir a sua aparéncia e a sua poténcia dos soros a

utilizar.

6.3. Controlo de Qualidade Externo (CQE)

Para além do CQI, é importante que cada laboratdrio esteja envolvido em controlos
interlaboratoriais como forma de avaliar a exatidao dos resultados obtidos, segundo a
metodologia, reagentes e equipamentos utilizados para o(s) parametro(s) avaliado(s).

O SIH participa no programa de CQE: United Kingdom National External Quality Assessment
Services (UK NEQAS) (41). Este programa fornece amostras de controle para laboratdrios
participantes testarem, identificarem possiveis problemas e melhorarem suas praticas,
garantindo assim resultados precisos e confidveis nos testes de Imunohematologia. Para isso,
envia para os laboratdrios participantes (identificados a partir de um cddigo alfanumérico), 4
exercicios anuais: determinacao do grupo ABO e Rh, pesquisa de anticorpos irregulares, provas
de compatibilidade e fenotipagem eritrocitaria. As técnicas sao realizadas inicialmente pelo
método manual, sendo colocadas rotativamente nos varios autoanalisadores, dependendo do

volume da amostra.

7. Gestaode componentes sanguineos do SIH

O SIH tem implementada uma gestao de stocks de componentes sanguineos disponiveis para
transfusao para permitir satisfazer todas as necessidades transfusionais, de maneira a evitar
stocks excedentdrios ou deficitdrios. é, contudo, um processo complexo na medida que resulta
da disponibilidade de dadivas de sangue de dadores benévolos, e da situacao clinica dos doentes,

a motivarem gastos por vezes superiores ao stock existente.
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Face as caracteristicas do CHUSJ (nimero de camas, especialidades médicas e cirdrgicas
presentes, nimero e tipos de Unidades de Cuidados Intensivos e Servico de Urgéncia) e com base
no cdlculo de consumo de CE dos ultimos 6 meses por grupo sanguineo, definem-se 4 tipos
distintos de stocks sanguineos — minimo; médio, de seguranca e excedentdrio, bem como os
procedimentos a tomar nestas diferentes situacoes.

o Stock minimo de CE por grupo sanquineo:

Caracteriza-se pelo nimero minimo de unidades de CE necessario para assegurar a satisfacao
dos pedidos de transfusao urgentes. Sempre que os nimeros de unidades de CE se encontrem
abaixo do nimero minimo definido, o médico de urgéncia faz o pedido do respetivo componente
ao IPST, com autorizacao da Direcao do Servico. A quantidade a pedir sera a necessdria para se
atingir o stock médio. Na situacao de stock minimo, ou seja, que o fornecimento de componentes
sanguineos pelo IPST nao seja possivel na quantidade desejada para se atingir o stock médio,
importa garantir que as unidades de CE existentes sao reservadas para transfusdes urgentes. E
da responsabilidade do médico de urgéncia o adiamento das transfusées nao urgentes do
respetivo grupo sanguineo, até a resolucao da situacao de caréncia (21).

o Stock médio de CE por grupo sanguineo:

Caracteriza-se pelo nimero de unidades de CE necessarios para assegurar a satisfacao dos
pedidos de transfusao urgentes e programados.

o Stock de sequranca de CE por grupo sangquineo

Tem uma definicao similar a descrita anteriormente, contudo o nimero de CE's é superior ao
necessario para assegurar os pedidos de transfusoes. Quando solicitado e sempre que possivel,
hd necessidade de satisfazer os pedidos de componentes sanguineos de Entidades Externas em
situacao de caréncia urgente dos mesmos. Assim, é disponibilizada a quantidade de
componentes solicitada sempre que os stocks do SIH excedam em pelo menos 10% a quantidade
definida como stock de seguranca. A quantidade a enviar seria até 10% do que excede o stock de
seguranca (21).

o Stock excedentdrio de CE por grupo sanquineo:

Caracteriza-se pelo nimero de unidades considerado como excessivo em relagao ao necessario
para assegurar a satisfacao dos pedidos de transfusao urgentes ou programados, Nestas
circunstancias deve ser contactado o IPST para procedermos ao envio dos componentes para

essa instituicao, com a finalidade de serem usados noutras estabelecimentos de saude e assim
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evitar a sua rejeicao, por perda de validade desses produtos. Esta decisdao deve ser tomada com

conhecimento do Diretor do Servico.

8. Bioseguranca e Gestao de residuos

Se por algum motivo, na decorréncia de algum procedimento laboratorial se derrame ou
contamine a bancada com sangue ou com outro dos seus componentes, esta é desinfetada com
lixivia e dlcool etilico.A Biosseguranca consiste num conjunto de medidas destinadas a prevenir,
minimizar ou eliminar riscos que possam afetar a saude humana, animal e o meio ambiente, no
contexto de atividades de ensino, pesquisa e prestacao de servicos de saude, entre outros. Deste
modo, o cumprimento rigoroso das normas de biosseguranca em laboratdrios clinicos é
fundamental para assegurar uma prestacao de servicos segura e eficaz, protegendo os doentes,
os profissionais de laboratdrio e a comunidade em geral contra possiveis exposicoes acidentais
a agentes hioldgicos. Considerando a existéncia de trés classes de riscos: bioldgicos, quimicos e
fisicos, é imprescindivel implementar medidas de controlo de riscos com o objetivo de os reduzir

e se possivel, eliminar (42).

Nesta drea laboratorial, embora os riscos fisicos nao sejam tao frequentes no dia-a-dia, é
necessario ter cuidado ao manusear equipamentos e certos materiais, como as agulhas usadas
nas tubuladuras. J4 os riscos quimicos estao relacionados a exposi¢ao dos técnicos a agentes ou
substancias quimicas que podem ser absorvidas pela pele, como o Ditiotreitol (DTT), uma
substancia que pode causar irritacao cutanea e lesdes oculares (43).

Por outro lado, o risco bioldgico é significativamente presente, uma vez que todas as amostras
recebidas provém de fluidos humanos, representando uma potencial fonte de microrganismos
capazes de causar infecdes. Assim, todas os profissionais no ambito da sua atividade utilizam
Equipamentos de Protecao Individual (EPI’s) adequados, como batas e luvas. Antes e depois de
trabalhar com amostras, ao colocar ouremover EPI’s, ou ao tocar em superficies e equipamentos
de uso comum no laboratdrio, procede-se alavagem das maos. Esta é uma pratica essencial para
garantir a seguranca e prevenir a disseminagao de agentes patogénicos. Como parte das normas
de biosseguranca, a higiene adequada das maos reduz significativamente o risco de
contaminacao cruzada entre amostras, equipamentos, superficies e pessoas, protegendo tanto

os trabalhadores como os doentes. Adicionalmente, o laboratdrio é higienizado todas as manhas
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por uma equipa de limpeza, assegurando maior seguranca para todos os seus utilizadores. Além
das formas de protecao jareferidas anteriormente, é necessdria uma correta gestao dos residuos
resultantes da prdtica da atividade laboratorial, de forma a assegurar a seguranca dos
trabalhadores e de terceiros. Paraisso, realiza-se a separacao dos residuos produzidos conforme
ilustrado na Figura 8, de acordo com a legislacao em vigor para residuos hospitalares (44).

O laboratério dispde de um sistema de reciclagem destinado a triagem de plasticos e

papel/cartdo que nao estejam contaminados (Figura 9).

A B C D E

Residuos Residuos Residuos Residuos
potencialmente quimicos Residuos comuns perfurocortantes
infectantes radicativos
(sondas. curativos, luvas teveladores. Sadornes (raidas, rascos e garradas (aguihas. Bmenas de
de procodimentos 2 ’!h poeigagptne (cobalto, o) POty YIRS Marmitex bistun, frascos o armpolas
bolsa A8 colosioma ) < prass) copos, papel loaiha ) de medcamentos )
Devem ser Devem ser Devem ser Devem ser Devem ser
descartados em descartados em descartados em descartados em descartados em
lixeiras revestidas galdes c?:elores caixas blindadas lixeiras revestidas colotor especifico
com sacos brancos especinicos COM Sacos pretlos

v

Figura 9. Separagdo de residuos hospitalares (4,44)
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9. Conclusao

Arealizacao deste estagio no SIH do ULSS foi bastante enriquecedora a nivel profissional e a
nivel pessoal, nomeadamente no que consiste ao desenvolvimento de novas competéncias e
autonomia, em contexto laboratorial. E importante referir que o sucesso do estdgio foi
conseguido pela conjugacao de vdrios fatores, nomeadamente o apoio incondicional e a
disponibilidade recebida por parte de todos os profissionais da instituicao de acolhimentoea
oportunidade concedida para aperfeicoar os varios exames laboratoriais realizados na area
de Imunohemoterapia.

Durante o estdgio foi possivel participar na rotina do SIH, compreendendo, participando e
aperfeicoando a execucao dos vdrios testes realizados no laboratdrio. Também tive a
oportunidade de executar vdrios procedimentos manuais, 0 que sedimentou e reforcou a
importancia do saber fazer. Este estagio permitiu perceber ainda a importancia que a
Imunohemoterapia assume e a responsabilidade e o rigor necessadrios a pratica laboratorial
para o sucesso terapéutico e, em alguns casos, para salvar vidas. O estagio permitiu também
adquirir/aprofundar conhecimentos sobre o CQl e QCE, normas de biosseguranca e da
separacao de residuos.

Desta forma, é possivel afirmar que os conhecimentos adquiridos ao longo do percurso
académico, licenciatura e mestrado (ano curricular), a montante deste estdgio foram
importantes e essenciais para a compreensao da pratica laboratorial.. Foi uma oportunidade
enorme de crescimento pessoal que potenciou o desenvolvimento de competéncias que sao
transversais a outras dreas, tais como a autonomia, o sentido de responsabilidade nos atos
praticados, a postura ética e deontoldgica, a cooperacao e o saber estar e trabalhar

integrados numa equipa multidisciplinar.
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Capitulo I1: Drepanocitose: Estudo de Caso
1. Introducao

O processo de eritropoiese inicia-se com a diferenciacao de células estaminais hematopoiéticas
(HSCs) da mesoderme durante a embriogénese. Este processo continua com a autorrenovacgao
destas células. Posteriormente, da-se o processo de especificacao de linhagem e proliferacao
para formar progenitores eritrocitdrios diferenciados gradualmente (45). Por fim, os eritroblastos

sofrem diferenciacao terminal e pés-mitdtica e maturacao, a formacao de glébulos vermelhos

(Figura10).
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Figura 10. Eritropoiese e maturagao eritrocitdria (27)

A formacao de células sanguineas (hematopoiese) é determinada pela interacao de muiltiplos
genes; envolve citocinas, hormonas, fatores de crescimento e outras proteinas. A eritropoiese
ineficaz pode advir de fatores intrinsecos ao eritrdcito (p.e. hemoglobinopatias, defeitos das
proteinas membranares), ou extrinsecos (p.e. farmacos, neoplasias), podendo resultar em
hemdlise e anemia hemolitica subsequente (46), como exemplo apresento a transformacao da

Hemoglobina A em Hemoglobina S (Figura 11).
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' AHQS

Hemacias afetadas

Figura 11. HemoglobulinaAe S (56)

A anemia pode ter diversas origens, como posteriormente abordarei um subtipo acho pertinente

definir o termo e expor os diferentes subtipos para melhor compreensao.
1.1. Anemia: doenca global

A anemia é um disturbio hematoldgico comum na populacao portuguesa e mundial: cercade 1/3
da populagao mundial tem anemia (47). A mesma pode ser definida fisiopatologicamente como
diminuicao da massa eritrocitaria, com consequente diminuicao de transporte de oxigénio do
sangue pelos eritrdcitos, por ser realizado pela hemoglobina (Hb), contida exclusivamente nos
glébulos vermelhos/eritrécitos. Desta forma a anemia pode causar hipoxia tecidular.
Clinicamente manifesta-se essencialmente como astenia, palidez mucocutanea, dispneia,

lipotimia, queilite angular, unhas quebradicas, alopecia, dificuldades de concentracao, (45).
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1.1.1. Outros tipos de anemia

Existem vdrios tipos de anemia como apresentado na Tabela 6 (48):

Tipo de anemia
Anemia ferroprivativa:
Drepanocitose

Anemia megalobldstica
Anemia perniciosa

Anemia de Fanconi

Talassemia
Anemia hemolitica

Anemia apldstica

Tabela 6. Tipos de anemia e sua caracterizagao

Caracterizacao

Tipo mais comum de anemia. Acontece principalmente
devido a diminuicao do consumo de alimentos ricos em
ferro, como carne vermelha, ovo ou espinafre

Tipo de anemia caracterizada pela alteracao no formato das
hemacias, que ficam com a forma de foice ou meia-lua
Tipo de anemia que acontece devido a diminuicdo da
ingestao da quantidade de vitamina B12 ou acido félico
Tipo de anemia megaloblastica que acontece quando a
pessoaingere vitamina B12

Tipo de anemia genética rara caracterizada por alteracoes
congénitas e diminuicao progressiva no funcionamento da
medula 6ssea, de forma que é notada diminuicao da
producao das células do sangue

Tipo de anemia que é causada por alteracoes genéticas que
levam a defeitos no processo de sintese da hemoglobina
anemia autoimune em que o proprio organismo produz
anticorpos contra as células do sangue

anemia em que a medula dssea diminui progressivamente
a producao de células sanguineas.

1.2. Drepanocitose e a Hemoglohina S

A drepanocitose é uma doenca hereditaria que resulta de uma mutacao no gene presente na 3-

globina da Hb, (49). A Hb mutada designa-se HbS (Figura 12).
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Hemoglobina S

Figura 12. Cadeia da Hemoglobina A (normal) e Hemoglobina S, (49)

Classifica-se como doenca autossémica recessiva, uma vez que ambos os progenitores tém de
ser portadores da variante patogénica no gene HBBpara que a descendéncia seja afetada (Figura

13). 0 estado de portador de HbS (como os heterozigoticos para HbS) nao confere doenca - “traco

Pai portador de Mae portadora de
trago falciforme trago falciforme

falciforme”.

25% de chance de 50% de chance de 25% de chance de
ter filho(a) com ter filho com trago ter filho(a) com
hemoglobina normal falciforme anemia falciforme

Figura 13. Hereditariedade da Drepanocitose (57)

De facto, os portadores, como sao desprovidos de eritrdcitos de conformagao compativel com a
inclusao do patdgeno, apresentam uma vantagem em relacao a doenca provocada por

Plasmodium falciparum (45,46,50).
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1.3. Relacao com a Malaria

A maldria, também designada paludismo, é uma doenca causada por um hemo-parasita, um
protozoario do género Plasmodium. Este parasita é transmitido através da picada de um
mosquito (do género Anopheles). A maldria é endémica em varios paises tropicais, sendo
potencialmente fatal se nao tratada atempadamente. A transmissao ocorre através da picada do
mosquito e consequente inoculacao de parasitas na corrente sanguinea humana, onde estes se
desenvolvem infetando maioritariamente as células do figado e os glébulos vermelhos (51).
Exponho aqui esta doenca, de forma a justificar a prevaléncia da Anemia Falciforme em paises
onde esta doenca é endémica, como forma de protecao uma vez que o eritrécito nao é viavel para

ainclusao do parasita (Figura 14).

Figura 14. A: Célula infetada com Plasmddium; B: Células Falciformes (setas) (58,59)

1.4. Objetivos

O principal objetivo consiste em conhecer a patologia e estudar o caso. Adicionalmente pretende-

se relatar a evolucgao clinica da doenca, avaliar o protocolo transfusional e outcome do mesmo
1.5. Metodologia

Foi realizado um Estudo de Caso sobre uma doente do sexo feminino com 6 anos de idade, com
Drepanocitose e que apresenta um fendtipo eritrocitdrio raro, seguida na Unidade Local de Satide
Sao Jodo (ULSS)), na consulta de Hematologia Clinica, com o apoio transfusional do Servico de

Imunohemoterapia.
1.5.1. Instrumentos

Foram utilizados o Sclinico, CliniData e SIBAS.
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1.5.2. Variaveis
Proveniéncia e fendtipo eritrocitdrio.
1.5.3. Procedimento

Os passos seguidos foram: revisao bibliografica a luz da informacao mais recente, recolha dos
dados clinicos da doente em estudo; descricao de todas as varidveis do caso em estudo; ilacao de
conclusoes acerca do mesmo, reflexao acerca das dificuldades na sua transfusao, de acordo com

as boas praticas da Medicina Transfusional.

1.5.4. Tratamento de dados

Foi realizada uma pesquisa dos dados das variaveis em estudo recorrendo ao acesso das
plataformas clinicas informaticas: S-clinico, SIBAS e ClinidataWeb, com posterior andlise

descritiva do caso clinico da doente com Drepanocitose.
1.5.5. Descricao do Estudo de Caso

Crianca do sexo feminino de 6 anos de idade, melanodérmica, ex-prematura de 33 semanas de
gestacao, com antecedentes de atraso de desenvolvimento psicomotor global, estrabismo e de
drepanocitose, previamente sequida em hospital periférico; antecedentes familiares de irma

gémea monozigotica também afetada por drepanocitose; filha de pais nao consanguineos.

» Primeiro episddio de internamento
Aos 11 meses de vida (julho de 2018), recurso a hospital tercidrio por crise dlgica de novo no
cotovelo esquerdo, em contexto de infecao respiratdria virica, complicada de sobreinfecao
bacteriana e lesao articular no cotovelo esquerdo. Foram realizados: hemograma, que permitiu
constatar a presenca de anemia microcitica e hipocrémica — hemoglobina (Hb): 8,8 g/dL (valor
de referéncia [VR]: 10,0-16,0 g/dL), volume globular médio: 59,2 fL (VR: 76-98 fL), hemoglobina
corpuscular média: 19,6 pg (VR: 23-33 pg); esfregaco de sangue periférico: eritrcitos —
anisopoiquilocitose muito marcada, policromasia intensa; microcitose e hipocromia; numerosas
células em alvo e algumas células falciformes — alteracdes sugestivas de anemia de células

falciformes; estudo sumdrio da coagulacao — sem alterac6es; proteina C reativa (PCR) de 71mg/L
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(VR: < 3.0 mg/L); aspiracao do liquido sinovial — resultado microbioldgico negativo. Foi ainda
solicitada high performance liquid chromatography (HPCL) que demonstrou: HbS: 86,2%, HbA2:
4,5% (VR: 1,5-2,9%) e HbF: 7,3% (VR: 0,6-2,6%), confirmando o diagndstico de drepanocitose.
Cumpriu ciclo de ceftriaxone. Nao foi necessdria transfusao de hemocomponentes. Iniciou
hidroxicarbamida em ambulatdrio, apds a alta, em novembro de 2018, na dose de 20 mg/kg/dia,

de forma a aumentar a hemoglobina fetal e prevenir crises vaso-oclusivas.

» Segundo episddio de internamento
Aos 2 anos de idade (novembro de 2019), novo internamento por pneumonia bacteriana do lobo
superior direito e otite média aguda a direita, com necessidade transfusional. A 2 de novembro de
2019 ocorreu a 12 transfusao de concentrdrio eritrocitario desleucocitado (CED) [15 mL/kg]
realizada na ULS Sao Joao. Dado o elevado risco de alossensibilizacao, foi realizado o fendtipo
eritrocitario alargado da crianca aquando dos testes pré-transfusionais (Tabela 8). Apresentava
PAI negativa. Foi efetuada transfusao simples, com rendimento adequado: o valor da Hb
aumentou de 6,7g/dL para 9,4g/dL. Cumpriu ciclo de ceftriaxone (nao foi isolado nenhum

agente).

» Terceiro episddio de internamento
Aos 3 anos (setembro de 2020) recorreu novamente a hospital tercidrio, tendo-lhe sido
diagnosticada pneumonia bacteriana do lobo superior direito (sem isolamento de agente).
Cumpriu ciclo de ceftriaxone e azitromicina. Nao apresentou necessidade transfusional (Hb: 8,0

g/dL [VR:12,0-16,0 g/dL]).

» Quarto episddio de internamento
Aos 4 anos de idade (dezembro de 2021) recorreu novamente a hospital tercidrio onde Ihe foi
diagnosticada pneumonia recorrente do lobo superior direito. Apresentava necessidade
transfusional (Hb: 6,6 g/dL [VR:12,0-16,0 g/dL]), tendo sido efetuada transfusao simples de CED
(10 mL/kg), respeitando o fendtipo alargado da doente (Tabela 9), com rendimento adequado (Hb

pds-transfusional: 10g/dL).
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» Quinto episddio de internamento
Admitida em hospital tercidrio aos 5 anos de idade (abril de 2023) por febre sem foco (sem
isolamento de agente). Apresentava agravamento de anemia basal (Hb: 6,8 g/dL [VR: 12,0-16,0
g/dL]), tendo sido transfundida com CED (10 mL/kg) com rendimento adequado — Hb pds
transfusional: 9,1g/dL.

> Sexto episédio de internamento
Novo internamento aos 5 anos de idade (agosto de 2023) por crise vaso-oclusiva despoletada
por infegao virica. Sem necessidade transfusional (Hb: 8,9 g/dL [VR: 12,0-16,0 g/dL]).

» Sétimo episddio de internamento
Admitida em hospital terciario aos 6 anos de idade (novembro de 2023) por infecao a virus
sincicial respiratdrio. Foi transfundida com CED (10 mL/kg) por anemia agravada (Hb: 6,4 g/dL
[VR: 12,0-16,0 g/dL]), com recobro adequado (Hb pés-transfusional: 8,6g/dL). As transfusdes
foram sempre realizadas na dose de 10-15 mL/kg.

Abaixo apresento o fenotipo da doente e dadores, tabelas: 7 e 8.

Tabela 7. Fendtipo da doente

Grupo sanguineo  Fenétipo
Doente O Positivo ccEE, K-, Fya-, Fyb-, JKa+, Jkb+, S-,

S+

Tabela 8. Fendtipos dos concentrados eritrocitarios recebidos durante o processo transfusional

Episddio de internamento e Grupododador Fendtipodo dador
administracao da transfusao

2 (12transfusao) 0 Positivo cCEE, K-, Cw-, Jka+, Jyb+, N+, Fya+, s+, S+, Jkb-,
(2/11/2019) M+

4 (22transusao) 0 Positivo cCEE, K- k+ M+, N+,S- s+ P1- Lua-, Kpa-Lea-
(2/12/2021) ,Leb+, Fya+, Fyb+, Jka+, Jkb+

5 (32transusao) 0 Positivo CCEE, K-, M+, S-, s+, Fya+, Fyb+, Jka+, Jkb+

(28/04/2023)

7 (43transusao) 0 Positivo ccEE, K-, k+, Cw-, M+, N+, S-, s+, P1+, Lua-,
(29/11/2023 Kpa-, Lea-, Leb+, Fya-, Fyb+, Jka+, Jkbh+
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1.6. Discusao dos resultados

Para iniciar a discussao dos resultados é pertinente referir o pais de origem dos pais da crian¢a
alvo do estudo — Angola — apesar da mesma ter nascido em Portugal, pois a drepanocitose é de
origem africana (52). Estima-se que que 18% da populacdo angolana apresente heterozigotia
para HbS e que 2% da populacao angolana sofra de drepanocitose, sequndo estimativas do
Ministério da Saide Angolano (53).

Sabe-se que a doente em estudo tem uma irma gémea, mas desconhece-se o seu histdrico
clinico, dado que é sequida noutra instituicao e que a crianca em estudo tem também um meio-
irmao de outro relacionamento paterno, cujo estado de saude é desconhecido.

0 que me levou a escolher este caso clinico foi o facto de o fendtipo da doente ser raro na raca
caucasiana — fundo genético da populacao portuguesa - e comum na raga negra, dificultando
muito a obtencao de unidades de concentrados eritrocitdrios desleucocitadas com fenétipo
compativel para transfusao (4).

Apds uma pesquisano site do INE de acordo com os resultados do Inquérito as Condicoes de Vida,
Origens e Trajetdrias da Populagao Residente em Portugal (ICOT), as pessoas com idade dos 18
aos 74 anos autoidentificaram-se, ao nivel da origem ou pertenca étnica, do seguinte modo
(tomado como valor total da populagao inquirida: 6 935 600): 6,4 milhdes com o grupo étnico
branco, cerca de 92%; 169,2 mil com o grupo negro (2,4%), revelando a dificuldade de encontrar
o fendtipo em causa (54). A complexidade advém de a doente reunir um conjunto particular de
antigénios: no sistema Duffy , antigénios Fya e Fyb negativos, no sistema Kidd, antigénios Jka e
Jkb positivo, antigénio S negativo e antigénio s positivo. No grupo Duffy os fendtipos principais
sao: Fy (a+, b-), Fy (a+, b+), Fy (a-, b+) e Fy (a-, b-). Esse (ltimo é mais frequente na populagao
negra do que na caucasiana. A variacao racial na distribuicao dos antigenos Duffy é resultado de
uma selecao natural positiva, a qual envolve o parasita Plasmodium vivax, causador da malaria,
que aolongo de seu ciclo de vidanos seres humanos entra nos eritrécitos através da glicoproteina
Duffy, e no seu interior amadurecem e depois saem das hemacias causando alise destas e outros
sintomas (15).

Os dadores desta doente possuem fendtipos ABO, Rh compativeis com a mesma, o Fya apenas
foi respeitado apds diagndstico da crianca, porém o fendtipo Fyb nao é concordante devido a
raridade de encontrar todas estas caracteristicas fenotipicas num sé individuo na nossa
populacao. Razao pela qual, a cada internamento é realizada a PAI para averiguar uma possivel

aloimunizacao contra o antigénio Fyb.
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No presente relato, tanto do ponto de vista clinico como laboratorial, estd de acordo com a
literatura, que a doenca falciforme na infancia prejudica a qualidade de vida, em virtude das
frequentes dores e episddios de infecdes e necessidade de internagoes hospitalares, transfusoes
sanguineas, o que conduz a crianca e a familia a vivenciarem diferentes dificuldades. Os aspetos
clinicos mais recorrentes foram as crises de dores e febre, e a principal sequela foi a
esplenectomia que ocorreu devido ao sequestro esplénico, que € uma complicagao aguda grave

responsavel por grande morhidade e mortalidade em pacientes com doenca falciforme (52).
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1.7. Conclusao

A escolha deste caso deu-se devido a sua complexidade, devido as suas caracteristicas
fenotipicas e o quanto é importante respeitar as mesmas. A transfusao deve garantir a maior
seguranca possivel, prevenindo assim aloimunizacoes dos doentes que € o objetivo majorde um
Laboratdrio de Medicina Transfusional. Nao sendo possivel respeitar completamente o fendtipo
do doente, foram selecionados CE’s sem os antigénios clinicamente mais imunogénicos. Quanto
mais aloimunizacées um doente sofrer, mais dificilmente serd possivel obter unidades que
cumpram com o seu fendtipo, assim como esta doente vai estar sujeita a um programa
transfusional ao longo da vida.

Acresce o facto de se tratar de uma doente do sexo feminino, que mais tarde podera pretender
obter descendéncia, pelo que é necessaria especial atencao para nao imunizar a doente, e nao

complicar ainda mais uma possivel futura gestacao.
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Paracar d i i ntrs Hospitalar Universdd Jada

Titulo do Projeto: Dreganocitose: Estudo Caso no ambito da medicina transfusional

Nome da Investigadora Principal: Patricia Isabel Moura Vasques, Estudante de Cléncias Biomédicas
Laboraterais — Escola Superior de Salde, Palitécnico do Porto; que dispie da competéncia cientifica para a
realizagio do estudo. Serd co-nvestigadora Maria Branca Fortunato Alves (TSTD no CHUSY) e Joans
Barbosa Ferreira Lamos Baldagque (TSTD no CHUS.)

Onde decome o Estudo: Mo Service de Imunchemoterapla do CHUS). Aprasentou a declaragdo da Dra
Maria do Carmo Koch, Diretora de Service, o Servico dispde das condighes para a realizagao do estudo.
Tem coma profissional de ligag®o,Maria de Lurdes Ribeiro, Tarapeuta Ocupacional no CHUS.).

Objetivos do Estudo:

Trata-s& de um estudo observacional, rétrospétive, que tem como objeltivos: conhecer a patologia
{drepanacitose); preparar fransfusées gue sejam ¢ mais compativels com o individuo, como forma de avitar
ala-imunizagdes; estudar o casy; discriminar a5 particularidades do cazo; avaliar o protocolo transfusional e
cutcome do mesmo,

Tem ainda uma série de gutros objetivos que séio perinentes e adequados & ndo levantam questbes do foro
ético,

Este estude realizado no dmbite do Mestrade em Andlises Clinicas e Sa(de Poblica, Ramo/drea de
Especializacio em Imunchemoterapia & Transplantacso pela Escola Superior de Sadde do Instituls
Politécnico do Porio, seb orientagao de Maria Branca Fortunato Alves e Joana Barbosa Ferreira Lemos
Baldagusa

Concegac e Pertinéncia do estudo:

O estuda & periinente e adequado, porquanto consta no protocelo submetido & CE: "Espera-se sensibilizara
populacio portuguesa acerca desta patologis, cuja prevaléncia no nosso pais & peguena, mMas com
lendéncla a aumentar, consequéncia do auments do fluxe migraidne de pessoas provenientes de paises
endémicos. Devido & complexidade do fendtipo apresentado, ewxiste uma dificuldade acrescida em
transfundir este doente, visto que & mais suscetivel a0 desenvolvimento de aloimunizacio. A terapia
transfusional & parte fundamental do trataments dos doentes com drepanocitose, como forma de evitar
complicages, nomaadamente, acidentes vasculares cerabrais (AVC's)".

O métode a ser wtilizado neste projeto serd um Estudo Caso (retrospetivo, observacional e descritivo), de
um doente do sexo masculine, em idade pediatrica, com Dwepanocitose, que spresenta um fendlipo
efifrociano raro, que & acompanhado pelo Centro Hospitalar Universitaric S8c Jodo na consulta de
Hematodogia Clinica, com o apoio transfusional do Senvico de Imunohemoterapia.

Sera efatuada vma recolha dos dados clinicos do doente em esludo (de forma anonimizada);, serdo
descritas todas as varidveis do caso em estudo, de modo a tirar conclusBes acerca do mesmo, e sobre as
dificuldades em transfundic, na pratica da Medicina Transfusianal

Beneficiolrisco: Nao aplicivel
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Confidencialidade dos dados:

Todos os dados serfo codificados

Apresentou um pedido de reutiizagio de registos clinicos para Investigaga e Desenvolviments ac RAL e
urna “avaliagho sobre o impacto da protecio de dados” para o EPD.

Respeito pela liberdade e autonomia do sujeite de ensaio
Fai obtide consentimento por parte do representante legal do deente em causa.

Currieulum da investipadora Adequads a investigacdo

Data previsivel da conclusio do estude: julho de 2024 Este estude ndo tem encarges financeiros para o
CHUSJ

Conclusdo: Proponho um parecer favaravel 4 realizagao do estedo.

Porto, 16 de fevereiro de 2024 % [ /.,; / (

O Relator da CE, Prof Dauter Manuel Vaz da Siva
i
T
L
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\L Questiondrio eletrénico n® 42 /2024

SUBMISSAO DE PROJETO DE INVESTIGAGAOQ
PARAPARECERE AUTORIZACAOQ

SJ‘ELD |D:5ILO Freenchimento em farmatc digital '.'Ll:.'-__i.:.‘!:-:'.n

Carey/a Investigador/a

Este questiondrio vai ser objeto de apreciagio pela Comissdo de Frica [CE) gue emmitird o competente parecer; pelo
Respansdvel de Aresso & Informacio [RAI) que emitird um despacho de autorizacso ou indeferimente, relativamente
& reutilizagdo da informagdo a gue pretende rer acesse: pelo Encorregado de Prategdo de Dadas (EPD), que emitird um
parecer, medionte o ‘avalisgo do impacts sebre a protegdc de dades' [que deve anexar o este pedidak pele Centro de
Epidemninlogia Hospitalar: sendo enviado, numn iltime momento, para decizdo institucional do Conselhe de Administra-
géo do CHUS. O respetivos despachos de parecer e aurarizagio serfio exerades ne final deste documente, ¢ enviados
posteriormente. de modoa poder iniciar, nesse momento, o investigagio o que se propée

( IDENTIFICAGAO DO ESTUDO
Titulo do projeto:
Drepanocitose: Estudo Caso no dmbito da medicina transfusiomal

Data previstaparainicie: 28 /11 ;23 Dataprevistapara otérmina: 31 /07 /24
EQUIPA DE INVESTIGAGAD

1. Investigador prineipal
Neome: Pafricia lzabel Moura Vasques |
Afiliace institucional: [] CHUS) O sMup Outre: Escola Superior de Sadde. Politécnico do Porg
Servigo/ Departamento
Grupe prefissicnal: Cédula Profissionaln®;
Contacto telefinico: 334640277 Endereqo eletrdnico institucional: 10 160432 {@ess.ipp.pt
Formagfo em Boas Praticas Clinicas (GCPE ] Nas [ Sim

2 Co-investigadores
Meme: Maria Branca Fortunato Alves

Afiliagio institucional; CHUSY

Grupo profissional TSOT Cédula Profissional n®

Centacto telefénice: Endereqo eletrénico institucional: branca.alves@chs]. min-saude.pt

Mome: Joana Barbosa Ferreira Lemos Ealdaque
Afiiacie institucional: CHUSY |
Grupo profissional: TSOT Cédula Profissional n.% 2025019 '
Contacte telefdnico: Endereco eletrénico institucional: joana lemos@ichs] min-saude_pt

facrescentor o® de investigadores, se aproprinds oo projets de imvestigacin]

3. Pramaotor (s salicével

.

CESMRRDOF Y
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[ CARACTERIZAGAO DA INVESTIGACAO

1. Metodologia da investigagdo

[ Qualitativa Mista (qualitativasquantitativa) [ Outra. Qual?

Se quantitativa:

] Experimental Observacional Sem intervencéo [ Comintervencio
Se experimental ou observacional com intervencéo, qual o tipo de intervengdo?

[[] Algoritmo de decisio diagndstica,/terapéutica [7] Comunicagio

[[] Outra.Qual?

2. Aleatorizagio dos bragos de intervencdo: [ | Néo [ Sim

3.5e observacional, qual o desenha?

(7] Coorte prespetivo [J Coorte retrospetivo [[] Casecontrolo
[[] Transversal [J Ecolégico [C] Outre.Qual?
REALIZAGAO DA INVESTIGACAO

Lecal onde se realiza a investigagio: X cHus JaMUP [ Outre

Servigo/ Departamento: Imunchemoterapia/Laboratario de imunohematologia

Existem outros Centros onde se realizard ainvestigagio? XINao [ Sim.Quais?

| ENTIDADE(S) QUE TUTELA(M) A INVESTIGAGAO

1. CHUS] - Servico: Imunohematerapia

2 FMUP - Departamento:

3.0utra instituicdo. Quai?

ORIENTADOR jse aplicave]]

Nome: Maria do Céu Lamas

Afliacsc: ESS-PP Porto Endereo eletrénico institucional. MCi@ess.ipp.pt

PROFISSIONAL DE LIGACAQ {se aplicave! - ver anexo)

Nome: Servige.

ENQUADRAMENTO DA INVESTIGACAQ

Em trabalhoacadémico? [ Ndo Sim Conferidor de grav? [] Nao Sim
Sintese dos objetivos:

Retacionados com Estagio e Estudo de Caso: preparar transfusdes que sejam o mais compativeis com o
individuo, como forma de evitar alo-imunizaghes, conhecer a patologia, estudar o caso, discriminar as
particularidades, avaliar o protocolo transfusional e outcome do mesmo.

2%
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(F\mdamntacio ética (incluir informagéo sumdria sobre o estado doarte, ganhos em conthecimento/inovagdo, pon- }
dera¢do geral sobre beneffcios/risco}

Preparagac de transfusdes que sejam o mais compativeis com o Individuo, como forma de evitar alo-dmunizagdes
O diagnéstico desta patclogia ¢ de extrema importancia, na medida em que com o crescente fluxo migraténo, esta
doenca expande para oulros paisss que, apresentam caracteristicas fenotipicas discrepantes do pais de onigem
destas pessoas, Dai a dificuldade em arranjar unidades de sangue de dadores, © mais similar &s caracteristicas
oo doente.

O diagnéstico precoce desta doenga e o estudo do fendtipo precoce co doente, permite que possam ser
chamados/convocados dadores compativels para tratar esses doentes,

PARTICIPANTES PREVISTOS PARA A INVESTIGAGAQ

Estdo definidos critérios de inclusdo / de exclusiodedoentes? [ | Nao  [X] Sim
Onde e como serdo recrutados os participantes no estudo?

Servigo de Imunohemoterapia, em base de dados SIBAS

Qual é otamanho amostral? 4 ou mais conforme suporte transfusional necessario
Esta prevista a recolha de material bicldgico especifico para a investigacio?

[ Nao Sim. ldentifique e justifique:

4 ou mals conforme suporte transfusional necessanc

BENEFICIO/RISCO DECORRENTE DA PARTICIPACAO

Descreva os beneficios previsiveis:
Prevenir a Aloimunizagao eritrocitana em doente com drepanocitose & fendbipo rare

Descreva os riscosfincémodos previsiveis:

CONSENTIMENTO INFORMADO,ESCLARECIDOE LIVRE

Provh achrengio de consentimentoinformado? [X] Sim  [] Nao
Senap, justifique:
Prevé informacio escrita para os participantes? [ Sim. Enviar modelo preenchido.

[X] Néo. ustifigue: Esclarecimento em consuta sobre o €studo a efetuar

O modelo para obtengio de consentimento é o modelo institucional doCHUSI? [X] Sim  [[] Nso

PROTECAO DE DADOS PESSOAIS

Necessita consultar registos clinices? [ Ndo  [X] Sim

Estd previsto o tratamento de dados pesscais? ] Nao ¢ Sim

Se sim, de gue forma € garantida a pseudonimizagao dos dados recolhidos? (codiftcac@o. uso de filtros, siglas...)

Codificacao e Siglas
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& . ?
Descreva o patriménio informacional a que pretende ter aceaso (v.9: nome, idede, dote nascimento, idede, merada h
diagnéstico, histéria clinica, fratamento...}

Acesso a resuitacdos clinicos laboratoriais.

Estd prevista a criagio de um Banco de Dados? X] Nio [ Sim
Esta previstoo registo de som ou de imagem dos participantes? XINso  [] Sim
Oestuda envolve investigacaogendtica? 3 Nso  [] Sim

PROPRIEDADE INTELECTUAL
De quem sera a propriedade intelectual da investigagio e seus resultados?

| [ Investigador [] Promotor [} Servigo/CHUS! [ Todos
DIVULGAGAO DOS RESULTADOS

Estaprevista adivulgacaodosresultados da investigagao? [ Nae [ Sim
| Sesim, estio definidos critérios de publicagac? [] Nac  [X) Sim. Quais? Dissertaco de mestrado

CONTRAPARTIDAS PARA 0S PARTICIPANTES
Estdo previstas contrapartidas para os participantes? [X) Nao [ Sim

Pela participacio? X Nae [ sim
| Pelas deslocagdes? X Nso  [] Sim
Pelas perdas salariais? Nio [ Sim
Por outras perdas efou danos? X Nao [ sim

| EXAMES COMPLEMENTARES DE DIAGNOSTICO

Estao previstos exames complementares de diagnéstico, para além dos inerentes 2 rotina assistencial?
X Nso [ Sim Quaie?
Por quem serdo suportados estes custos?

PROTCCOLO FINANCEIRO
Existe protecolo financeiro como CHUS? X Nao [J Sim

' SEGURO
Este estudo prevé intervengdo clinica que implique & existéncia de um seguro para os participantes?

B Nao [ Sim(sesim junte cdpia da respetiva Apdlice)
.

J

p
Gata previsivel para fimdas credenciais deacessa: 31 /07 /2034 j
45
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KDIJCT.THEHTD’S ANEZOS (em suporte digital)

MOODOMDOOOOR

—

[] Pedsto deauterizacto as Presidemte doCanselbode Adminissrapsodo CHUS)
[ Prosocalo dosstuds

E Caderns de recolha do dados (CRF)

Declaraghs Disetan{es) Servicols)

Informacis Drientadar

Prefiaioneal ds Hgagio

Infermaghs sap participantes

Madelo de consentimentea utilizar
Instrummesmes de evaliacialosoakss, ingudribos!
Curnicaloms vitss (invweerk cHickagsag)
Questiandrio para Encasregado de Proftesis de Dades (EFT)

Termode Respomsabilidace do Centre Acaddmico Clinios (pars irvestigadsnes da FRTP goe nde pertencam oo CHUSH

Frotocalo fisanceire

Outroe: CONSENGEMED Informado

—
TERMO DE RESPONSABILIDADE

-

AreitagBo dos termas e condigbes de reutilizocso

Cumulativamente com as chrigagies decorrentes daLel n® 26/2006, de 22 de agosto, maxime dos n°2 2 3 doortiga 2l eon®le
2o arTige 12 a0 submeter o presente pedido,concerdo e fico aindajuridicamente vingulade aos saguintes termaos e condigfas

Comprometo-me & msnter confidencial toda a informacan 2 gual vou teracesso:

Apbs explicaghio do RAl do CHUS) embora a Lei 36/2016, de 22 de agpste, impanha coma requisita a ananimizacn
sempossihilidades de reversda, tal desiderato, 4 nio s umaimpossibilidade moterndtica jd comprovada comoainda
resulta num prejuizo para a imestigacio. face 4 quantidade ¢ 3 gualidads da nformagdn aretirar & fonte, raz3o pela
qual concordanda coma RAL assumimos coma compromisso a peeudonimizagia, o gue impdeuma avaliagio e gestao
dorisca, nurm quadre #co-juridico que aceitemes o nos comprometemos a colaborar erespeitar,

Nanwiou rhaboras registos, susceliveis de identificar ou tormar identificavel a identicdede clas pessoas 3 quarm of mes:
mos dizemrespeito;

Compromato-me b consultar os processss clinloas nos termos & locas que me forem indicados para o efeing

Temai conbacimento, que a vialagas de qualguer des sampremissos agui assumidas, paderd resuktar no apuramento
de responsabilidades disciplinares, civis e penais, e ginda, & impossibilidsde futura de aceder a informago de salde
para fins de investigagio.

Independantemente diveguirer aCertidia de ReutllizagBo, D ra AEuse Certificate for Research [DARE] camprome-
to-me 3 citar a5 fontes, sempre que publicitar, no todo ou em parte, resultadas dapresenta wvestigacdo,
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{ COMPROMISSO DE HONRAE DECLARACAOQ DE INTERESSES

Eu, Patricia Isabel Moura Vasques

obaixo assinodo, na qualidade de Investigodor Principal declaro par minha honra que as informagBes prestodos neste
questionario sdo verdodeiras. Mais dectoro que. duronte o estuda, serdorespeitodas os recomendogdes constontes ng
DecloragGo de Helsinquia (1960, e sucessivas emendos). do Organizag o Mundic! de Soiide, do Convengdio de Oviedo e
dos Boos Préticas Clinicas'(GCP/ICH) no que se refere & experimentosio que envolve seres humanos. Aceito, tombém
crecomendagdo da CE de que o recrutomento para este estudo se fard junto de doentes que ndo tenham participado

emoutro estudo, nos Lltimos trés meses. Comprometo-me  entregar & CE srelotério final do investigogdo, assim que

Parecerda CE emitidanareuniSoplendiade !é f82 ) Lor Y

concluido,
. o, |
Date: )@ / 4 [9o94 (Rl aNeg s
e 5 g
- J
( COMISSAO DE ETICA CHUSI/FMUP

o
f =N
RAl Moo YaaAa
Ral- Respons&:el—pebﬁnema informagdono Centro ﬁmtalar Universitario W“ﬁ Lei 26/2016 de 22 de Agosto)
.)0:\
| T3 Rates sorio (I e
| Y ;
| 7 l=_ A3/03 pei e,
g { 2 s
fCENTRO DEEPIDEMIOLOGIA HOSPITALAR
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ENCARREGADO DE PROTECAD DE DADOS (EPD)
UNIBADE LOCAL DE SAUDE SA0 J10AD, EPE,
Favio Alexandre Mota da Siva

Ercarmegao o Frooagia & Dades da ULS 550 0D

.EI.!'ﬂrJJFlml.r:.T“ D SNS # . l:l i o]

ol Elplnioun, minsdan s pt
Refd CES \MS5): 42 f 2024

ES da medicing trans

Responsével pelo tratamentolPatrica Isabal Moura Vasgues
Inetituigdo JUnidade Local de Sadde de S50 Jelio (ULS 540 J0AG)]
Esccla Superior de Satoe do Institute Politdenice do Porto [ESS-IPP)
Irvestigade ALEFRE W
Contacto selefdnico 934640277 Enderego Elm:l:rdnrm[ 1060432 @ass ipp ot
Profissicnal de LigagBe|TSDT Maria Lurdes Angelo Ribeira (Terapeuta Ocupational)
Amodtrafl [esude caiel

Andliee ce Hml Tolerive Bakia Muito Elevado

Parecer de EPE: Data:  1B/D4/2024

Finaidace: Conhecer a patalogle, estudar o case, discriminar as particularidades do case, avaliar o protocolo transfusional &
cucame do mesmo.

Liditude: fundamanto previsto no artigo 6[1ka) & 9{2)(a) do RGPD.

Cetegorias de gados pesiesls: varldvals Identificadas com detalhe na AIPD, datsda de 14/03/3024, ponto 13, tendo presente o
principio da minimizagio das dados,

Conservecie: of dados serdo alvo de pseudonimizacho, armarenados em becal seguro, em drea restrita com acesso limitado ao
prafissional de ligagio ¢ Investigador Principal, com acesso a ficheiros protegido por palavra-passe, efetuando-se a conservagho
#le 3 conclusdo da investigaclo, dursnte o prazc maximo de seis [6) meses. Ds dades recolhides serSo destruidos apés a
finalizacio do estudo.

Comynicacdo de Dades: ala hé partilha de dados pessoais.

Conzluska: Faoe 80 exposto, & observadas 24 recomendagies, entende-se gue o presente projate estd em conformidade com o

IRGF’D =alo que sou de parecer favordvel quanta & sua realizacie.

Récomendagdes:

Sempre que o consentimenta do titular for & funcamerto de legitimidade adequado pars o tratamanto de dados, dever-2a-4
assegurar que o mesma & vilido nes condiciies legaimenta exigheis: umo manifestagfo de vontade livee, especfico, informado

" Inequivecs . Neste contaats, o consentimerto dewerd ser objero de reflexlo por perte do particlpants fora do amblente

hospitalar, devendo parz tel, existir a possibilidade de o mesmao remeter o consentimento por correio em envelope RSF,
Reforgar s medidas de seguranca previstas para a conservacho dos decumentos em farmato de papel que Impecam o acesso i

“ infarmacZo a pessers nda auterizadas, bem como o seu manuseamento indsvido;
. Garantir medidas de segurange sdiclona’s no transparte dos dados com recurso & dispositives électrénicos de armazenamento
2 - . = 5 " =

(Laptop, Pen, Joud Irstitucianall, nomesdamente stravés de mecidas de cifragem e aulanticagie:

Garantir medidas de segurenca sdicicnals (ex. transformar os dadas com recursas a thenleas de gensrallrsclo, perturbacio efou
como URime recurse, & supressso de dados) para o5 dedos que, alnda gue peeudenimizades, contém elermentas informativos
gue no seu conjunto possibilitam a re-identificacis cos participantes, tendo presente & amostra em estudo (estude caso), em
particular na fase de disseminagdo ou publicasio dos resultades [incluindo repositdrios cientificos),

A chave de descodificacio que permite a re-icentificaca dos titulares dos dados deve ficar sempre na posse do Elo de Ligagdo
ULS 350 1080 ¢ protegids de acessas indevicos [ tereeitos:

Em case de necessidada de extensdo de prazo ofou de gualguer alteragio dos pressupostos atinentes ao presente parecer o
Investigador Principal deverd solicitar a reapreciagio do arojeto de investigaclo junto do EPD.
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