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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
ABO

1 Reagoes mixed-field;

=

Subgrupo A e B fraco;

1 Problemas técnicos com o
procedimento ou reagentes;

1 Coombs direta positiva;

Poliaglutinacao;

Fendtipo B adquirido

=

Prova celular

=

1 Ausénciade aglutining;
1 Autooualoanticorpos reativos
Prova Reversa afrio;
9 Problemas técnicos com o
procedimento ou reagentes.

Acoes

Verificar se o doente foi
transfundido recentemente e o
fendtipo da unidade
transfundida;

Potenciar as reacoes,
aumentando o tempo de
incubacao para 30 minutos;
Incubar a 42C durante 15 a 30
minutos;

Tratar as células
enzimaticamente;

Eluicoes.

Identificar anticorpos frios;
Selecionar células negativas
para antigénios relevantes

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:

1 O pedido de exames complementares se encontra corretamente preenchido e
identificado de forma inequivoca;
A amostra bioldgica contém informacao que permita a sua correta identificacao;
Os dados que identificam a amostra estao de acordo com os que constam no pedido;

O pedido e arespetiva amostra devem estar corretamente rotulados;

= =2 = =

A amostra foi colhida nas condi¢des 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)
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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 dorecetor 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 reacdes 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 indica¢oes 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 p_
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