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RESuUMO

O Plasma ¢ a fracao liquida do sangue, rico em albumina, imunoglobulinas e fatores da
coagulagdo. O uso de produtos derivados do plasma é essencial e tende a aumentar
mundialmente, nomeadamente os concentrados de FVIII (FVIII), um fator labil cuja atividade
¢é influenciada por diversas variaveis, nomeadamente a congelagdo. O FVIII é obtido por
tecnologia recombinante e pelo fracionamento pela industria dos constituintes do plasma
colhido em dadores de sangue. O aproveitamento do Plasma é uma recomendacgido do
Conselho da Europa e uma estratégia nacional, possibilitando diminuir a dependéncia externa
de hemoderivados. Neste contexto, é relevante a otimizacdo dos processos inerentes a
produgéo de Plasma para fracionamento (PF).

Com o objetivo de avaliar como a congelagdo em arca ultracongeladora e num congelador
rapido de plasmas, influenciam a concentragcdo de FVIII no PF foi realizado um estudo
observacional comparativo, no Servigo de Sangue da Unidade Hospitalar de Torres Novas, da
Unidade Local de Saude do Médio Tejo (ULSMT). Envolveu 124 dadores benévolos de
sangue, cujas amostras foram colhidas em trés momentos, no inicio da colheita, no plasma
antes da congelacdo do PF e um més apos a congelagdo. Foram também relacionadas outras
variaveis de forma a responder a objetivos especificos, como o grupo sanguineo e FVIII, o
tempo desde a colheita de sangue total até a congelagao e a diferenca de FVIII entre estes
dois momentos.

Espera-se que os resultados obtidos contribuam de uma forma importante, na escolha do
melhor método de congelacao para a preservacao do FVIII, bem como contribuir para a

adocéao de boas praticas na produgdao de Componentes Sanguineos (CS).

Palavras-chave: Dadores de sangue, Plasma para fracionamento, Fator VIII, Congelacao de

plasma
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ABSTRAT

Plasma is the liquid fraction of blood, rich in albumin, immunoglobulins, and coagulation
factors. The use of plasma-derived products is essential and tends to increase worldwide,
particularly FVIII concentrates (FVIII), a labile factor whose activity is influenced by various
variables, including freezing. FVIIl is obtained through recombinant technology and the
fractionation of plasma components collected from blood donors, by the industry. The utilization
of plasma is recommended by European Council and is a national strategy to reduce external
dependence on blood products. In this context, optimizing the processes involved in the
production of plasma for fractionation (PF) is relevant.

To evaluate how an ultra-freezer and a rapid plasma freezer, influence the concentration of
FVIII in PF, a comparative observational study was conducted at the Torres Novas Hospital
Blood Service, part of Unidade Local de Saude do Médio Tejo (ULSMT). The study involved
124 voluntary blood donors, whose samples were collected at three different times: at the
beginning of the collection, in the plasma before the freezing of the PF, and one month after
freezing. Other variables were also related in order to respond to specific objectives, such as
blood group and FVIII, the time from whole blood collection to freezing and the FVIII difference
between these two moments.

It is expected that the results obtained will contribute in an important way to choose the best
freezing method for the FVIII preservation, as to the adoption of good manufacturing practices

in blood components production.

Key words: Blood Donors, Plasma for fractionation, Factor VIII, Plasma freezing
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1. INTRODUCAO

O fracionamento de plasma é uma industria em expansao, com um volume crescente de
plasma fracionado, de modo a responder a procura de medicamentos derivados do plasma.
Assumem um papel relevante na medicina, integrando a lista de Medicamentos Essenciais
pela OMS. No entanto, ainda ha um desperdicio significativo deste recurso, o que representa
uma oportunidade perdida para melhorar a saude publica mundial. 2

O Plasma faz parte do sistema circulatério humano e representa cerca de 55% do volume
total do sangue no organismo, é constituido por agua e proteinas, designadamente albumina,
imunoglobulinas e fatores da coagulagdo.® Desempenha um papel vital em varias fungdes do
organismo, entre as quais a coagulagdo sanguinea, tornando o Plasma numa matéria prima
importante na produgao de concentrados de fatores da coagulagdo necessarios para a
profilaxia e tratamento de doentes com disturbios hemorragicos. Sdo exemplo os doentes com
Hemofilia A, uma doencga genética recessiva associada ao cromossoma X, caracterizada por
uma hemorragia prolongada devido a diminui¢ao da atividade do FVIII.

A principal estratégia terapéutica na hemofilia A é a infusao intravenosa do fator da coagulagéao
em défice, o FVIII, que podera ser obtido de diferentes formas, anticorpos monoclonais de
FVIII, FVIII recombinante e FVIII derivado do Plasma.*®

O FVIII derivado do Plasma ¢é obtido através de pools de Plasma provenientes das colheitas
de sangue total e plasmaferese realizadas a dadores de sangue, posteriormente fracionado
pela industria do Plasma, de acordo com Boas Praticas de Fabrico (BPF).

A fim de minimizar a perda da atividade da coagulagéo, o processo de produgao deve ser
otimizado. Um indicador para medir a eficiéncia do manuseamento, congelacdo e
descongelacao do Plasma sera o FVIII, uma glicoproteina pré-coagulante com caracteristicas
labeis, que circula na corrente sanguinea na forma de heterodimero juntamente com o fator
de von Willebrand (FVW).5" A degradagdo do FVIII é influenciada por diferentes fatores, entre
0s quais o método de congelagdo, o Plasma devera ser congelado até 24 horas apos a
colheita e assegurado que o centro (core) do Plasma atinge uma temperatura igual ou inferior
a -25°C nas primeiras 12 horas de congelacéo. 8

Deste modo, sera relevante entender como diferentes métodos de congelagao podem afetar
a atividade do FVIII, garantindo a qualidade e eficacia dos produtos derivados do Plasma
produzidos pela industria, recorrendo ao Plasma colhido em dadores nos Servigos de Sangue
(SS).



Esta avaliagdo podera ter impacto na produ¢cao de hemoderivados e permitira disponibilizar
produtos com niveis adequados de FVIII para o tratamento de pacientes com disturbios da

coagulacéo.



2. CONTEXTUALIZAGAO TEORICA

Nos paises desenvolvidos, milhdes de litros de plasma s&o descartados por serem improprios
para o fracionamento, uma perda econémica e moralmente imperdoavel. De acordo com
Burnouf et al. (2019), varios estudos demonstraram que a utilizagdo de concentrado de FVIII
tem tendéncia a aumentar a medida que os recursos econdmicos também aumentam.®1°

Strengens et al. (2016), afirmaram que em 2014 os derivados plasmaticos na Europa eram
essencialmente provenientes dos Estados Unidos da América, que historicamente tém
dominado o mercado do Plasma (Figura 2.1), pais onde € legal compensar financeiramente

os dadores, ao contrario da maioria dos paises europeus, onde a dadiva é benévola.?

Plasma para fracionamento
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Figura 2.1 - Volume de colheitas de plasma por regido geografica (2007-2015). Adaptado de Strengers et al.
(2016).

Segundo De Silvestro et al. (2019), em Italia o plasma enviado para a industria estava a
aumentar lentamente, no entanto, a quantidade enviada ainda nao era suficiente para
responder a procura. Em 2014, os custos de aquisi¢do de produtos derivados do plasma no
mercado externo foram estimados em 252.000.000 euros.™

A disponibilidade de produtos plasmaticos fracionados é extremamente desequilibrada a nivel
mundial. Nos paises em desenvolvimento a escassez de produtos de plasma esta associada
a varios fatores, que incluem a falta de recursos econdmicos para importar essas terapias de
paises industrializados, a quantidade e qualidade insuficiente de plasma para sustentar um
programa de fracionamento com uma empresa fracionadora externa e a falta de capacidades
econdmicas, técnicas e humanas para construir uma instalagdo de fracionamento de plasma

nacional viavel (Figura 2.2).210.14
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Figura 2.2 - Produgé&o, utilizagdo e inutilizaggdo de plasma. Legenda: IgG: Imunoglobulina tipo G; PMF: Plasma
Master File. Adaptado de Burnouf et al. (2014).

Enquanto nos paises desenvolvidos os doentes beneficiam de terapias obtidas
industrialmente provenientes de proteinas plasmaticas, os doentes dos paises
subdesenvolvidos enfrentam graves dificuldades para receber tratamentos seguros e
eficientes. Neste contexto, incorporar os medicamentos derivados do plasma dentro de um
paradigma de Patient Blood Management (PBM) sera uma mais valia de modo a promover o

uso."

2.1 PLASMA PARA FRACIONAMENTO EM PORTUGAL

De acordo com o Despacho n.°15300-A/2016, “o Conselho da Europa tem vindo a recomendar
que os Estados desenvolvam mecanismos que garantam a autossuficiéncia em Plasma, face
as necessidades de utilizagdo do mesmo, bem como dos medicamentos dele derivado, de
forma a eliminar progressivamente o seu desperdicio” '®, motivo pelo qual foi celebrado em

2017 um contrato programa entre o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagéo (IPST)



e as doze instituicdes hospitalares com maior nimero de colheitas para a realizagdo de um
procedimento concursal comum para fracionamento do Plasma. Este Programa Estratégico
visou o fornecimento de medicamentos derivados do Plasma resultantes do processo de
fracionamento de Plasma humano exclusivamente portugués, com garantia de segregacao
da matéria prima de origem nacional.

De acordo com a nota de imprensa de 3 de janeiro de 2019, “Pela primeira vez, o IPST vai
fornecer aos hospitais, ja no inicio deste ano, medicamentos derivados do plasma, a partir de
plasma resultante das dadivas benévolas de sangue colhidas em Portugal. Conclui-se assim,
na pratica, a 1.2 fase do Plano Estratégico Nacional de Fracionamento do Plasma, com a
utilizacdo de 30 mil litros de plasma, colhidos na rede do IPST.”, que representou uma
poupanca de estimada em 2 milhdes de euros."”

Arelevancia estratégica da produgao de concentrados de fatores da coagulagéo é confirmada
pela sua inclusdo na Lista de Medicamentos Essenciais pela OMS, tendo esta instituicdo
emitido recomendag¢des que servem de guia aos servicos de sangue dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, de modo a habilitar e facilitar a implementacdo de
procedimentos para a produgéo segura de Plasma e seus derivados. 182"

A Uniao Europeia define recursos estratégicos como “matérias primas economicamente
importantes que estdo sujeitas a um maior risco de interrup¢cdo do fornecimento”,
nomeadamente o sangue e seus derivados."

A execugdo de contratos com a industria farmacéutica para fracionamento do plasma
nacional, tendo em vista a recuperacao de proteinas, apresenta como beneficios o facto
destas empresas disporem da capacidade necessaria, bem como de processos de
fracionamento ja estabelecidos e licenciados pelas principais entidades reguladoras,
permitindo que os produtos apresentem seguranga, qualidade e eficacia.??

O aproveitamento do PF nacional tem como mais valia reduzir a dependéncia externa dos
medicamentos derivados do Plasma e permitir que os doentes portugueses possam receber
tratamento com produtos de origem portuguesa, pais onde a atividade de colheita, analise,
processamento e distribuicdo de sangue é bastante legislada, regulamentada e inspecionada.
Um programa de fracionamento nacional ajuda a melhorar o nivel de qualidade dos
procedimentos utilizados nos servicos de sangue, com impacto positivo na qualidade e
seguranga dos componentes sanguineos. A adogdo dos requisitos de BPF tem impactos
positivos nos servigos, nomeadamente nos critérios de selecédo aplicados aos dadores, nos
testes realizados as dadivas de plasma, no aumento da vigilancia epidemioldgica, na melhoria
dos sistemas de informagao pés dadiva, nos procedimentos utilizados na colheita para
processamento, congelagcédo, armazenamento, transporte de plasma e consequentemente na

saude publica através da melhoria da seguranga transfusional.?



2.2 PLASMA E DERIVADOS PLASMATICOS

O plasma ¢ a fragao liquida do sangue humano, é essencialmente constituido por agua, ides
nutrientes e proteinas.?*

Os métodos de processamento para obtengao de plasma variam entre continentes, existindo
varias normas internacionais.?

Na Europa, os Plasmas para uso terapéutico sao produzidos por Servigos de Sangue (SS) a
partir de doacbes benévolas e consequente centrifugacdo do ST (Figura 2.3), e/ou por

procedimentos de aférese, resultando num componente de uso terapéutico labil, fresco.

o 15gma
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Figura 2.3 - Produgéo de plasma para fracionamento a partir do Sangue Total. Imagem inédita.

Poderdo também ser fornecidos sob a forma de hemoderivado quando fabricados
industrialmente a partir de uma pool constituida por varios Plasmas. (APENDICE |).

O Plasma fresco congelado inativado, o de quarentena e o Plasma proveniente da industria,
sob a forma de hemoderivado, sdo os mais utilizados em Portugal.

O plasma fresco congelado € utilizado em doentes com hemorragia ativa e com défice de
multiplos fatores, doengas hepaticas, coagulagao intravascular disseminada, transfusao
maciga, purpura trombocitopénica trombatica, deficiéncia de fator V e deficiéncia dos fatores
I, V, IX e X. Embora a literatura apresente evidéncias de lesdo pulmonar aguda como efeito
adverso das transfusdes de plasma, a incidéncia diminuiu com a restricdo do uso de plasma
feminino para transfusdo. O plasma nao deve ser utilizado para reposi¢éo de volémia.?*2

A utilizacao clinica de plasma no adulto esta descrita na Norma da DGS N°9/2012, atualizada
em 02/12/2015.%"

Por outro lado, o Plasma Humano também podera ser utilizado na produgédo de produtos
farmacéuticos fracionados, conhecidos também por produtos do plasma ou medicamentos
derivados do plasma e que contém milhares de proteinas principalmente albumina,

imunoglobulinas e fatores de coagulagéo, como por exemplo o FVIII, 12829



Os constituintes do plasma poderao ser influenciados por diversos fatores, incluindo aspetos
relativos aos dadores, tais como a idade, sexo, dieta e perfil genético, por fatores ambientais,
por procedimentos de colheita, processamento e separagdo do sangue, temperatura de
armazenamento e métodos de congelagcido e descongelagdo. Todos estes fatores modificam

os niveis de proteinas presentes no plasma, provocando heterogeneidade.?**

2.3 FRACIONAMENTO DE PLASMA PELA INDUSTRIA

A industria do plasma para fracionamento esta baseada em processos conhecidos e
comprovados, que gradualmente evoluiu face a necessidade de diversificar os produtos
extraidos, melhorar a pureza e seguranca contra virus e de modo a responder as
necessidades do mercado.

O plasma pode ser fracionado em varias proteinas importantes. A tecnologia utilizada pela
maioria das empresas fracionadoras de plasma baseia-se ainda na utilizagao de etanol a frio,
subsequente a uma etapa de precipitacdo a temperatura fria, a crioprecipitagao.

Esta tecnologia foi desenvolvida na década de 1940 por Cohn e colaboradores, sofreu na
Europa algumas simplificagdes com o objetivo de melhorar a produtividade e a capacidade de
recuperacdo de albumina e imunoglobulinas, a técnica envolve mudangas sequenciais na
concentracao de etanol, pH e condutividade. Inicialmente o procedimento de fracionamento
era destinado apenas a recuperagao de albumina e imunoglobulinas, ao longo dos anos foi
evoluindo & medida que surgiram as necessidades de produzir outros produtos plasmaticos,
permitindo o aproveitamento de proteinas labeis de maior nivel de pureza, bem como
aumentar a sua taxa de recuperagéo.

A diversificagdo foi alcangcada com a implementagdo da cromatografia. Este método € a
principal ferramenta de purificagdo dos fatores da coagulacao labeis, por exemplo, FVIII, fator
IX, fator VII), inibidores da protease, por exemplo, alfa 1-antitripsina) e anticoagulantes
(proteina C, antitrombina). As tendéncias no esquema de fracionamento do plasma estédo

representadas na Figura 2.4.3'-33
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Figura 2.4 - Evolugdo do processo tradicional de fracionamento de plasma. Legenda: Alfa 1-AT. Alfa 1-antitripsina;
aFll, fator Il ativado (trombina); AT, antitrombina; FVII, fator VII; FVIII, fator VIII; FIX, fator IX; IgG, imunoglobulina
G; PC, proteina C; PCC, complexo protrombinico, vVWF, fator von Willebrand. Adaptado de Burnouf et al. (2016).

O plasma demora 7 a 12 meses a ser transformado em medicamentos derivados do plasma,
prontos para serem utilizados."?

O plasma humano e o seu fracionamento podem servir como uma ferramenta rentavel para a
purificagdo e avaliagdo clinica de novas terapias, algumas estdao em desenvolvimento,
nomeadamente fatores Il, V, X, XIl, plasminogénio, plasmina, lipoproteina de alta densidade
(HDL), haptoglobina, hemopexina, alfa 1-microglobulina, ceruloplasmina, fator H e alfa 2-
microglobuilina.®*

Os produtos derivados do plasma atingiram um nivel elevado de seguranga, no entanto,
continua a ser importante manter uma vigilancia extrema, de modo a evitar riscos infeciosos
que no futuro possam estar associados a potenciais agentes patogénicos emergentes que

entrem nos plasmas utilizados.*



2.4 CONGELAGAO E ARMAZENAMENTO DO PLASMA PARA FRACIONAMENTO
PRODUZIDO NOS SERVICOS DE SANGUE

Apoés a colheita e separagdo do sangue total, o processo de congelamento é fundamental
para preservar os fatores da coagulagdo. Apesar das condigdes de armazenamento serem
idénticas nos Estados Unidos e na Europa, a congelagao € substancialmente diferente, de
acordo com os padrdes utilizados nos Estados Unidos, o plasma devera ser congelado
lentamente a -18°C. Na Europa, para que um método de congelagcdo seja eficaz na
preservagao dos fatores da coagulagado, evitando a sua inviabilidade bioldgica, o Plasma
devera ser congelado até 24 horas apds a colheita e assegurado que o centro (core) do
Plasma atinge uma temperatura igual ou inferior a -25°C nas primeiras 12 horas de
congelagdo.*

Apos a congelagao, o plasma devera ser armazenado a temperaturas iguais ou inferiores a
-20°C. No entanto, se o plasma exceder os -20°C, s6 podera ser aproveitado para
fracionamento, se o periodo de tempo que esteve exposto a uma temperatura superior a -
20°C nao exceder as 72 horas, se a temperatura ndo exceder os -15°C em mais do que uma
ocasido e se a temperatura nunca exceder os -5°C. 33637

Um dos fatores que poderéao influenciar a atividade do FVIII é a formacgéao de cristais de gelo
durante o ciclo de congelacao. O tempo entre a colheita e o inicio do processo de congelagao,
também influencia a atividade do FVIII.®

A congelagdo podera ser realizada através de procedimentos lentos, em arca
ultracongeladora, ou utilizando procedimentos rapidos através de congeladores rapidos de
plasma (Figura 2.5), desde que os requisitos de qualidade sejam garantidos.

De acordo com a Norma da DGS N° 021/2017 — “Especificagdes do Sistema de Qualidade
dos Servigos de Sangue e Servigos de Medicina Tranfusional”’, todos os equipamentos
deverao ser qualificados de acordo com a finalidade a que se destinam, pelo que deverao ser

utilizados de acordo com procedimentos validados.*®
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Figura 2.5 - Arca ultracongeladora vertical -80°C - Thermo Scientific® (esquerda) e congelador rapido de plasmas
CSF61 - B Medical Systems® (direita). Imagem inédita.

2.5 DESCONGELAGAO DO PLASMA
Apobs a congelacao, as unidades de plasma deverdo ser manuseadas com cuidado, de modo
a evitar o aparecimento de fissuras e orificios, essencialmente junto a tubuladura. Uma vez
descongelada, a unidade de plasma deve ser sujeita a controlo macroscépico, permitindo
avaliar possiveis fugas ou danos. Caso o plasma apresente aparéncia inesperada, como
floculagao ou descoloragao, a embalagem devera ser inutilizada. Existem diferentes métodos
para descongelar o plasma.
A descongelacao por calor seco com agitacao, realiza-se através de incubadoras ventiladas
com controlo de temperatura, a probabilidade de contaminagdo bacteriana através deste
método € menor, no entanto, tém capacidade limitada.
Os fornos de micro-ondas também poderao ser utilizados para a descongelagéo do plasma,
conseguem descongelar em 2/3 minutos, apresentam como desvantagem capacidade
limitada e a possibilidade de criacdo de pontos quentes nas embalagens. Estudos anteriores
sugeriram que a qualidade do plasma é semelhante a da utilizagdo de banho maria.®
O banho maria é dos métodos mais utilizados para a descongelagao, o plasma é colocado
dentro de bolsas em torno das quais circula uma solu¢do a base de agua, evitando que o
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plasma seja exposto diretamente com a agua e que haja contaminagao bacteriana. O tempo

meédio de descongelagao do plasma é de 20 minutos (Figura 2.6).

Figura 2.6 - Descongelador de plasmas Plasmatherm - Barkey®. Imagem inédita.

Apods a descongelacao do plasma e antes da recolha da amostra, é imperativo que o pasma
seja adequadamente homogeneizado para doseamento de FVIII. A temperatura ideal para a
descongelacao do plasma ronda os 37°C, temperaturas préximas dos 4°C favorecem a
formacgéao de crioprecipitado, enquanto que temperaturas elevadas afetam a viabilidade das
proteinas plasmaticas.?6:4°

Independentemente do método utilizado, os procedimentos para descongelagdo de plasma
deverao estar validados. Os procedimentos de limpeza e de manutencao dos equipamentos
utilizados devem ser descritos e padronizados, através de procedimentos operacionais

normalizados (PON), de modo a minimizar o risco de contaminagéo bacteriana.?

2.6 CRITERIOS DE QUALIDADE E SEGURANGA DO PLASMA DESTINADO A

FRACIONAMENTO
O Decreto-Lei n°267/2007 de 24 de julho, alterado pelo Decreto-Lei n°185/2015 de 2 setembro
estabelece o regime juridico da qualidade e segurang¢a do sangue humano, juntamente com
o Guia para a preparagao, uso e garantia de qualidade dos componentes do sangue do
Conselho da Europa (edQm) e a Farmacopeia Europeia, definem os parametros que devem

ser analisados no controlo de qualidade e que permitem aceitar o plasma com destino ao

11



fracionamento, nomeadamente volume, doseamento de FVIII, proteinas totais, células
residuais antes da congelagéo e alteragdes visuais (APENDICE |l). 3741-44

De acordo com a Farmacopeia Europeia, devera ser realizada em cada a dadiva a pesquisa
dos anticorpos para o virus da imunodeficiéncia 1 e 2, antigénio de superficie da Hepatite B,
anticorpos para o virus da Hepatite C.

O doseamento do FVIII em unidades individuais de plasma serve como um indicador de BPF.
Em dadivas de sangue a preservagao deste fator esta relacionado com os procedimentos de
colheita e manipulagao do ST e do PL. Com a adogao de boas praticas, espera-se atingir uma
concentracao de 70Ul/dl, no entanto, unidades de plasma com concentragdes inferiores

também poderao ser Uteis na produgéo de proteinas coagulantes.®”

2.7 FaTOR VIII

O FVIII é uma glicoproteina que participa na coagulagdo do sangue também descrita como
fator anti hemofilico.

O gene responsavel pelo FVIII esta localizado no cromossoma X e foi identificado em 1984.
Este gene tem 26 exdes e codifica uma proteina composta por 2351 aminoacidos, com trés
dominios principais (A, B e C) e trés dominios menores (a1, a2 e a3). Esses dominios contém
areas que permitem ao FVIII interagir com outras proteinas de coagulagao, como os fatores
IX e X, além de se associar ao fator de von Willebrand (FVW), que o protege contra a
degradagao do plasma. O FVIII é ativado pela trombina durante a coagulagéo. A Figura 2.7
mostra os 9 dominios da proteina FVIIl e os locais onde interage com o FIX ativado (F9a), FX
(F10), FX ativado (F10a), fator de von Willebrand e fosfolipidos das plaquetas (PL).454
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Figura 2.7 - Estrutura e locais de interacéo da proteina do FVIII. Adaptado de Graw et al. (2005).




O RNA mensageira e a proteina do FVIII foram identificados em muitos tecidos humanos,
incluindo baco, pulméao e rim, no entanto, o figado constitui a principal fonte de sintese de
FVIII, embora os hepatécitos possam sintetizar FVIII, este fator € produzido principalmente
pelas células endoteliais sinusoides.

Circula na corrente sanguinea na forma de heterodimero ligado ao fator de von Willebrand
(FVvW), de modo a impedir a degradacdo, bem como a depuragdo prematura do FVIII,
possibilitando com esta ligagdo prolongar a semivida do FVIIl em circulagéo, as atividades
hemostaticas e os ciclos de vida destas glicoproteinas na circulagdo estdo intrinsecamente
ligados.

Este fator participa na via intrinseca da coagulagédo do sangue e na presencga de calcio e
fosfolipidos funciona como cofator da ativagao do fator X (Figura 2.8).474°
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Figura 2.8 - FVIII na cascata da coagulagéo. %0

A cascata da coagulacdo € uma rede altamente regulada por reacbes de protease, que
ocorrem na superficie da membrana de plaquetas ativadas e do endotélio, formando uma
malha de fibrina insoltvel. O inicio da coagulagdo sanguinea ocorre através de duas vias
distintas, a via intrinseca e a extrinseca, que convergem na via comum com a protedlise da

proenzima, fator X (FX) e consequente ativagao do fator Xa.
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A via extrinseca ¢ iniciada no local da lesao vascular quando o fator tecidular (TF), uma
proteina de membrana integral, € exposto intravascularmente ao fator VIl (FVII), uma
proenzima inativa em circulagao. A via intrinseca € uma resposta pré coagulante de duragao
prolongada que amplia e sustenta a formagao de coagulos, servindo como um processo
essencial para manter a hemostasia. A ativagdo da trombina, ativa proteoliticamente varios
fatores de coagulagéo na via intrinseca, incluindo o FVIII.4¢

O fator podera ser obtido através do fracionamento do Plasma humano, mas também ser
produzido através engenharia celular e bieotecnologia sob a forma de anticorpo monoclonal
e de engenharia genética através de tecnologia recombinante, de terceira geragdo. Embora o
FVIIlI recombinante (rFVIIl) seja acessivel em paises desenvolvidos e seja a terapia
recomendada em doentes com deficiéncia deste fator, o Plasma humano ainda continuara a
ser uma fonte importante para fracionamento em FVIII.5-%3

Recentemente Von Drygalski et al. (2023) relataram o desenvolvimento de um FVIII
modificado ultralongo, beneficiando-se do prolongamento farmacocinético proporcionado pela
adigao de polipeptideos hidrofilicos e da quebra de ligagao ao FvW, o que permite aumentar
a semivida do FVIII.%*

Este fator esta frequentemente associado a doenca hepatica crénica, atua como fator de risco
para trombose e é utilizado como marcador de qualidade do plasma fresco congelado.5%%

A atividade do FVIII é influenciada por varios fatores, designadamente o repouso do ST apds
colheita (pelo menos duas horas em placas de butanodiol, para arrefecimento de ST), o grupo
sanguineo ABO (niveis de FVIII sdo maiores em individuos dos grupos A, B e AB), a idade, os
niveis de FvW, o tempo entre a dadiva e o inicio do processo de congelagao (ocorre perda de
atividade do FVIII ao longo do tempo), a temperatura de descongelamento do plasma (que
deve estar entre os 30-37°C, temperaturas mais altas podem desnaturar as proteinas da
coagulagéo) e o método de congelagao, sendo este crucial para a qualidade e preservagéao
do FVII|.3557-60

O tempo desde a recolha da amostra até ao doseamento do FVIII também podera influenciar
o resultado. De acordo com o Instituto de Padrdes Clinico Laboratoriais (CLSI), este tempo
nao devera ultrapassar as 4 horas, (H21-A5). Nos casos em que ultrapasse, os procedimentos
deveréo estar validados pelo proprio laboratorio.?'-63

O défice de FVIII esta associado a Hemofilia A, doenga congénita recessiva ligada ao
cromossoma X, afetando principalmente o sexo masculino. Em algumas situagdes, a hemofilia
nao ocorre de forma hereditaria, surgindo em individuos que nao apresentam historico familiar

da doenga. Ocorrem como resultado de mutagdes no gene F8, que codifica o FVIII.
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Figura 2.9 -Genética da hemofilia hereditaria.®*
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A hemcfilia € um disturbio da coagulagdo, na qual existe uma anomalia permanente no
mecanismo de coagulagdo do sangue. Manifesta-se através de dor crénica, deformidade,
mobilidade reduzida e aumento da mortalidade, podendo ser classificada em grave, moderada
ou leve.

Os doentes com Hemofilia A tém uma deficiéncia de fator VIIl, sendo que a gravidade da
doencga depende dos niveis deste fator, em casos severos nao sujeitos a tratamento a principal
caracteristica clinica € a hemorragia, frequentemente nas articulagdes (hemartrose).
Apesar de ser herdado de forma monogénica, as caracteristicas da hemofilia podem ser
influenciadas por outros fatores genéticos, permitindo que esta patologia seja considerada
uma das doencas modelo no campo da genética molecular. A elevada esperanga média de
vida dos hemofilicos, permite que a Hemofilia sirva de base ao desenvolvimento de protocolos
de terapia genética, possibilitando monitorizar durante longos periodos os efeitos secundarios
da terapia genética, bem como a sua eficacia.*>®°

O tratamento da Hemofilia A tem evoluido muito nos Gltimos anos.4546:65

Em Portugal, o encaminhamento de pessoas com coagulopatias congénitas esta descrito na
Norma da DGS N°17/2018, atualizada a 29/06/2021.56

As terapias atuais recorrem a administragcao frequente de FVIII, porém o desenvolvimento de
aloanticorpos neutralizantes (inibidores) diminui a sua eficacia, apresentando-se como a
principal complicag&o deste tratamento. A ligagao de anticorpos anti-FVIIl a locais em que este

fator interage com outros fatores da coagulacéo, a clivagem do FVIII por anticorpos cataliticos
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e o efeito de anticorpos nao neutralizantes na semivida da proteina do FVIII administrado, sao
exemplos destes mecanismos inibidores.

Este evento adverso esta associado a um aumento significativo na morbilidade e no custo do
tratamento, destacando a necessidade de identificar métodos que limitem a imunogenicidade
do FVIII. 456769

De acordo com a Circular Informativa N°121 do Infarmed datada de 21/09/2017, “néo existe
uma diferenga significativa no desenvolvimento de inibidores entre os medicamentos
contendo fator VIl derivado do plasma e contendo fator VIl produzidos por tecnologia de ADN

recombinante”.’
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3. OBJETIVOS E HIPOTESES DO ESTUDO

3.1 QUESTAO DE INVESTIGACAO

Qual o efeito do método de congelagao utilizado na produgéo de Plasma para fracionamento

na atividade do fator VIII, em colheitas realizadas em dadores de sangue?

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar o impacto do método de congelagcao do Plasma para fracionamento na

atividade do FVIIl em plasmas de dadores de sangue.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

o Dosear a degradagdo do FVIII desde a colheita a dadores, até a congelacdo do
Plasma para fracionamento produzido a partir do sangue total (ST).

o Determinar se existem diferencas estatisticamente significativas na atividade do FVIII
entre os métodos de congelagéo avaliados.

¢ Identificar o método de congelagdo que melhor preserva o FVIII no Plasma para
fracionamento.

o \Verificar se os plasmas para fracionamento produzidos cumprem os parametros de
qualidade definidos.

o Investigar possivel correlagdo entre caracteristicas dos dadores de sangue, como por
exemplo o grupo sanguineo, e a quantidade do FVIII.

e Fornecer recomendacgdes praticas para a escolha do método de congelagdo mais
adequado para preservar a atividade do FVIII no Plasma obtido em colheitas de
dadores de sangue.

e Contribuir para o desenvolvimento de diretrizes ou protocolos relacionados com o

método de congelacao do Plasma de forma a otimizar o FVIII.

3.3 HIPOTESE DE ESTUDOS

A degradagdo da atividade do FVIII no Plasma para fracionamento congelado em
congeladores rapidos € menor, relativamente a congelacdo em arcas ultracongeladoras
verticais de -80°C.
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4. METODOLOGIA

4.1 TipoDE ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional comparativo numa populacado de dadores benévolos

de sangue.

4.2 LOCAL DE ESTUDO
O estudo decorreu no Servigo de Sangue (SS) do Centro Hospitalar do Médio Tejo (CHMT)
unidade de Torres Novas, convertido em Unidade Local de Saude do Médio Tejo (ULSMT)

recorrendo aos recursos humanos e técnicos existentes.

4.3 AMOSTRAGEM

O estudo incidiu numa amostragem nao-probabilistica, participaram 124 dadores de sangue
elegiveis para colheita de ST e produgéo de PF. Arecolha de amostras decorreu entre janeiro
de 2024 a abril de 2024.

Os dadores de sangue foram submetidos aos seguintes critérios de elegibilidade:

. . ~ - Todas as dadivas aptas para obtencédo de ST e PF
Critérios de inclusao o ~ .
(de acordo com critérios de selegdo de dadores de sangue em vigor)

- Dadivas de ST com baixo volume, <350ml
Critérios de exclusao: - PF com volume <200ml

- Colheitas > 15 minutos

Tabela 4.1 - Critérios de elegibilidade para integragdo no estudo.

4.4 VARIAVEIS

Na tabela 4.2 séo representadas as variaveis suscetiveis de influenciar a atividade do FVIII.

Variavel dependente | Atividade Fator VIII (variavel quantitativa continua)

Dador de sangue
e Contagem inicial de FVIII (variavel quantitativa discreta)

e  Grupo sanguineo (variavel qualitativa nominal)

Colheita
Variaveis e Tempo de colheita (variavel quantitativa discreta)
independentes e Volume ST (variavel quantitativa discreta)
Processamento

e Tempo desde a colheita até a congelagdo do PF (variavel quantitativa
discreta)

e Volume do PF (variavel quantitativa discreto)
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e Meétodo de congelacéo: (variavel qualitativa nominal)

Tabela 4.2 - Variaveis do estudo.

4.5 INSTRUMENTOS DE RECOLHA DA AMOSTRA

As amostras para doseamento de FVIII foram colhidas utilizando os materiais representados

na tabela 4.3.

3 ml em tubo citrato de sédio, S-

Primeira amostra w He® Sarstedt. referanci ]
onovelie™, sSarstedt, referencia . R -

(inicio da colheita de ST) ~———
04.1919.100

470 ml em sistema de sacos
quadruplos CompoFlow com
Sangue Total anticoagulante CPD/SAGM,
FRESENIUS-KABI®, referéncia i

CQ32250 il

Colheita de amostras dos
Tubo descartavel
sacos de plasma

Tabela 4.3 - Instrumentos de recolha da amostra.

Os dados relevantes para a investigagao foram compilados numa Folha de recolha de dados
ilustrada no APENDICE IlI.

4.6 PROCEDIMENTOS

O estudo foi desenvolvido em varias fases que se encontram descritas neste ponto e
esquematizadas no APENDICE IV. O doseamento do FVIII foi efetuado imediatamente apés a
recolha da amostra no Servi¢o de Patologia Clinica da ULSMT no equipamento ACL TOP 300,

WERFEN®, utilizando a técnica de cromatografia.

Primeira fase - Entregue o consentimento informado do estudo aos dadores e esclarecida
qualquer duvida durante a triagem do dador de acordo com os critérios de elegibilidade em
vigor. A entrega do consentimento foi da responsabilidade do assistente administrativo, sendo
a triagem da responsabilidade do médico.

Segunda fase — Colhidos 470 ml de ST em sacos de sangue quadruplos CompoFlow da
marca Fresenius Kabi® e um tubo de citrato de sddio, S-Monovette® da Sarstedt para

doseamento de FVIII, recorrendo ao saco satélite acoplado ao saco de colheita. Apos a
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colheita, o ST ficou em repouso pelo menos duas horas, numa placa de refrigeracao
CompoCool, Fresenius Kabi®, sob responsabilidade do Enfermeiro.

Terceira fase — Centrifugacdo do ST em centrifuga da marca Heraeus Cryofuge 6000{®
(temperatura 22°C, 3640 rotagbes por minuto, aceleracdo 8, travao 4, 15 minutos), os
componentes sanguineos (CS) obtidos foram fracionados no separador celular automatico
Compomat G5 da Fresenius Kabi®, por técnica de Buffy-coat (BC).

Ap6s obtengao do PF foi realizada a recolha de uma amostra do saco de PF para um tubo
descartavel para doseamento do FVIII, sob responsabilidade do TSDT.

Quarta fase — A congelagao do PF foi realizada na arca ultracongeladora vertical de -80°C,
Thermo Scientific® ou no congelador rapido de plasmas CSF61 da B Medical Systems®. Todos
os PF foram armazenados na arca ultracongeladora vertical de -80°C, sob responsabilidade
do TSDT.

Os dois equipamentos encontram-se qualificados para a quantidade de plasmas utilizados em
cada ciclo de congelagéo.

Quinta fase — Apos um més de congelagdo, o PF foi descongelado no equipamento
Plasmatherm, da marca Barkey® durante 30 minutos a 37°C e procedeu-se, apds
homogeneizacao, a recolha de uma amostra do saco de PF para um tubo descartavel para
doseamento do FVIII, sob responsabilidade do TSDT.

Sexta fase — Realizada a compilagdo e analise dos resultados, sob responsabilidade do

investigador.

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

O tratamento estatistico foi realizado através do software IBM SPSS Statistics, verséo 25.
Foram abordados dois tipos de estatistica, a descritiva e a indutiva.

A estatistica descritiva foi utilizada com o objetivo de descrever as variaveis de modo isolado,
0 que permitiu organizar os dados e salientar algumas das suas propriedades essenciais.
Estes dados sao descritos através de indicadores como a mediana (MD), valor maximo (Max),
valor minimo (Min) e desvio padrao. Para representar estes indicadores foram utilizados
graficos de barras e circulares, tabelas e diagramas de caixa.

A estatistica indutiva, ou inferéncia estatistica, permite tirar conclusbes com base nos
elementos observados e estabelecer relagdes entre as variaveis.

Para testar a normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk e para testar a homogeneidade
o teste de Levene.

Foram utilizados testes nao-paramétricos por ndo se verificarem os pressupostos da

normalidade e homogeneidade. Para estes testes foi considerando o intervalo de confianca
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de 95% e o nivel de significancia de 5% (p=0,05). A referéncia aos resultados € realizada
através dos valores de mediana e valores maximo e minimo.

Para avaliar a relagcao entre as variaveis utilizou-se o coeficiente de correlagao de Spearman.
Foi utilizado o teste de Mann-Whitney de amostras independentes, para verificar se a
quantidade inicial de FVIII é idéntica entre os grupos sanguineos.

O teste de Friedman foi utilizado para avaliar a variagdo do FVIII durante os trés momentos
do estudo, inicio, pré-congelacdo e 1 més apods a congelacdo e perceber se estas sdo
estatisticamente significativas. Este teste é adequado para dados emparelhados nao
paramétricos. Para garantir a robustez dos resultados, os valores de significancia deste teste
foram ajustados pela corregao de Bonferroni, técnica usada para ajustar os niveis de p quando
multiplos testes estatisticos sdo realizados simultaneamente. Tem como objetivo controlar
erros do tipo falso positivo, que aumentam devido a realizagdo de multiplas comparacgoes.
Para verificar se existem diferengas entre a quantidade de FVIIl antes da congelagéo e o FVIII
um més apos a congelagao foi utilizado o teste de Wilcoxon para amostras nao emparelhadas,

para cada método de congelagao utilizado.

4.8 CONSIDERAGCOES ETICAS E LEGAIS

Foram cumpridos os principios da Declaragao de Helsinquia’' e Convengédo de Oviedo’?, bem
como a Lei Portuguesa n°58/2019 de 8 de agosto’® sobre a protegdo de dados, assegurando
a maxima protecdo dos dadores, mediante leitura e assinatura de um consentimento
informado (APENDICE V), assim como a boa pratica clinica e a confidencialidade dos dados
obtidos. Todas as amostras foram pseudo anonimizadas, sendo identificadas com um nimero
previamente estabelecido, ndo existindo qualquer outra informacéo sobre o individuo do
estudo.

Esta investigagao foi aprovada pelo Comissao de Etica da Escola Superior de Tecnologia de
Saude de Lisboa, bem como da Comissao de Etica e do Servico de Apoio Juridico do CHMT,

agora designado ULSMT.
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5. RESULTADOS

Os dados recolhidos foram processados e analisados conforme os métodos descritos no

capitulo “3.7 — Tratamento estatistico”.

5.1 ESTATiISTICA DESCRITIVA

5.1.1 DURAGAO DA COLHEITA DE ST E PROCESSAMENTO EM PF
Os processos inerentes a colheita e processamento de ST devem estar descritos, controlados
e de facil rastreabilidade, pelo que se verificou que em 94,35% (N=112) das dadivas, a
duragéao das colheitas de ST, tiveram uma duragéo inferior a 10 minutos (min) e apenas 5,65%
(N=7) das dadivas, uma duragao entre os 10 e os 15 minutos, (Figura 5.1).

Duragdo da colheita

5,65%

= Inferior a 10 min

= >10min e <15 min

94,35%

Figura 5.1 - Duragéo da colheita de Sangue Total.

O tempo que demorou desde a colheita do ST até ao momento da congelagao do PF, variou
ente as 2 horas e 40 minutos e as 6 horas e 48 minutos, sendo a mediana 4 horas e 57 minutos
para a congelagédo no congelador rapido e de 5 horas e 6 minutos na arca ultracongeladora.
(Tabela 5.1).

Método de Desvio
N Mediana Maximo Minimo
congelagao padrao
Congelador rapido 70 4:57 0:47 6:13 2:43
Arca
54 5:06 1:01 6:48 2:40

Ultracongeladora

Total 124 5:00 0:53 6:48 2:40
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Tabela 5.1- Duracgéo entre a colheita de ST e a congelagdo do Plasma (hh:mm).

5.1.2 VoLuMmE DE ST E PF
O volume do ST colhido e do PF obtido apds centrifugagao e separagéao do ST, foi calculado
tendo em consideracdo o peso e a densidade de cada componente, através da seguinte
férmula Volume = (Peso Total - Tara do saco) / Densidade, o ST tem uma densidade de 1,055
g/lcm? e o Plasma 1,026 g/cm?3.#!
Em cada dadiva foram colhidos ST com mediana de 47916 ml e produzidos PF com uma
mediana de 272+16ml.

Os resultados obtidos para estes parametros estao representados na Tabela 5.2.

Volume ST (ml) Volume PF (ml)

N 124 124
Mediana 479 272
Desvio padrao 6 16
Minimo 441 236
Maximo 490 307

Tabela 5.2 - Volume de ST e de Plasma para fracionamento.

5.1.3 GRUPOS SANGUINEOS ABO E RH (D) DA AMOSTRA
A distribuicdo dos grupos sanguineos nos sistemas ABO e Rh(D) foi analisada aos 124
participantes do estudo e encontra-se representada na Figura 5.2 e 5.3, verificando-se que a
maioria dos dadores pertencem aos grupos sanguineos O e A, com 59 e 48 dadores,

respetivamente, seguidos do grupo B com 13 dadores e por fim, 4 dadores do grupo AB.
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Percentagem amostra

35,00%

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

Grupo sanguineo ABO

3,23
10,48%

Figura 5.2 - Distribuicdo do grupo sanguineo ABO.

Grupos sanguineos ABO e Rh

34,68% 34,68%
12,90%
8,06%
4,03%
2,42% 2,42%
O+ O- A+ A- B+ B- AB+

Figura 5.3 - Distribuicdo do grupo sanguineo ABO e Rh.

5.1.4 RESULTADOS DO DOSEAMENTO DE FVIII

0,81%
P e 4

AB-

Foram analisados os dados referentes aos niveis de FVIIl medidos em trés fases distintas do

estudo e através de analise estatistica descritiva verifica-se que a quantidade de FVIII inicial,

FVIII antes da congelagédo e FVIII apos congelagdo apresenta a distribuicdo observada na

Figura 5.4.
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250,00

232,90
200,00 207,80 +200,00
183,80 178,70
3 150,00
-]
©)
= 0,10 108,00
z 100,00
50,00 ——57,70
0,00
M FVIIl no inicio da colheita M FVIII do PF antes da congelacdo

[ FVIII 1 més apds a congelagdo

Figura 5.4 - Contagem de FVIII durante as trés fases do estudo.
O FVIII no inicio da colheita apresenta um desvio padrao de 33,64Ul/dl, o FVIII do PF antes
da congelagao desvio padrao de 30,95Ul/dl e o FVIII um més apds a congelagao 28,03Ul/dI.

A Figura 5.5 permite-nos visualizar as tendéncias da média e da mediana nos trés momentos

diferentes.

Tendéncias de FVIIl ao longo dos trés momentos

—t— Média — B -Mediana

125

[Eny
N
o

115

110

Quantidade de FVIII (Ul/dl)

=
o
(93]

100
FVIII no inicio da FVIII do PF antes da FVIIIl do PF 1 més
colheita (1) congelagédo (2) apo6s a congelagao (3)

Fase do estudo

Figura 5.5 - Tendéncia nas quantidades de FVIII (Ul/dl) nas trés fases do estudo.
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5.1.5 FVIIlINICIAL E GRUPO SANGUINEO ABO
Face ao reduzido niumero de dadores do grupo B e AB, procedeu-se a formacgédo de dois
grupos, o “O” (N=59) e o “Nao-O” (N=65), este ultimo engloba os dadores dos grupos A, B e
AB.
De acordo com a Figura 5.6, os dadores do grupo “Nao-O” apresentam MD de 134 Ul7dI, Max.
de 232,90 Ul/dl e Min. de 77,90Ul/dl, enquanto que a MD no grupo “O” é de 106,90 Ul/dI, Max.
203,90 Ul/dl e Min. de 63,30 Ul/dlI.

250

0232,9
200 ©203,9
182,9
5
S 150
2
K=}
£
o
£ 100 106,9
z
63,3
50
0
Nao O (0}

Grupo sanguineo

Figura 5.6 - FVIll inicial por Grupo Sanguineo "Ndo O" e "O".

O grupo “Nao-O” apresenta uma mediana de 134 Ul/dl e uma amplitude interquartil (AQC) de
38,85, enquanto que o grupo “O” mediana de 106,90 Ul/dl e um AQC de 42,4, o que indica

maior variancia neste ultimo grupo.

5.1.6 FVIIl po PF ANTES E APOS A CONGELAGAO DE ACORDO COM O METODO
UTILIZADO
Dos plasmas obtidos apds processamento do ST, 70 foram sujeitos a congelagao rapida e 54
em arca ultracongeladora. A Tabela 5.3 indica a mediana, desvio padrdo, o valor maximo e
minimo da quantidade de fator VIl dos plasmas antes da congelagéo e depois da congelagéo

dependendo do método de congelagao utilizado.
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Método de FVIIl do PF antes da
FVIIl ap6s 1 més (3)

congelagao congelagao (2)

N 70 70
Mediana 110,75 113,5
Congelador rapido Desvio Padrao 27,39 27,04
Maximo 183,8 178,7

Minimo 52,1 62,1

N 54 54

Mediana 103,35 95,7

Arca
Desvio Padrao 35,29 27,64
Ultracongeladora

Maximo 203,9 165,3

Minimo 58,2 57,7

Tabela 5.3 - FVIII do Plasma para fracionamento antes e apés a congelagdo, por método de congelagdo. Fator
Vil (Ul/dI).

5.2 [ESTATISTICA INDUTIVA

5.2.1 CORRELAGAO ENTRE VARIAVEIS
O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado para avaliar a forgca e a diregcao da relagao
monotona entre duas variaveis. Foi utilizado apds se verificar que os dados ndo se encontram
normalmente distribuidos.
Os resultados da Tabela 5.4 mostram um coeficiente de correlagéo negativo de -0,327, entre
0 grupo sanguineo ABO e o valor inicial de FVIII, estatisticamente significativo (p=0,001;
p<0,05).
Obteve-se um coeficiente de 0,059 entre as variaveis "Tempo desde a colheita até ao
congelamento" e "Diferenga entre FVIII do PF antes da congelagdo e o FVIII no inicio da
colheita", ndo estatisticamente significativa (p=0,574; p>0,05).
Para as restantes variaveis os coeficientes de correlagdo de Spearman variaram de 0,850 a
0,895, indicando uma associagao forte e positiva entre as variaveis analisadas. Com valores

de p de 0,00, estas correlacdes sao significativas (p<0,05).
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Coeficiente de
Variaveis Correlagao de Valor p
Spearman (rs)
Grupo sanguineo ABO X FVIll inicial -0,327 0,001

Tempo desde a colheita até ao congelamento X Diferenca 0,059 0,514
entre FVIII do PF antes da congelacéo e o FVIII no inicio da
colheita
FVIII do PF antes da congelagao X FVIII 1 més apds a 0,850 0,001

congelagao - Congelador rapido

FVIII do PF antes da congelagao X FVIII 1 més apds a 0,895 0,001

congelagéo - Arca ultracongeladora

FVIII no inicio da colheita X FVIII 1 més apds a congelagao 0,850 0,001

Tabela 5.4 - Resultados da aplicagdo da correlagdo de Spearman entre as variaveis.

5.2.2 GRUPO SANGUINEO ABO E FVIII

De acordo com a Tabela 5.5, verificou-se que os dados do grupo “O” nao seguem uma
distribuicdo normal (p=0,025) e as variancias dos dois grupos sdo homogéneas (p=0, 700).
Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para testar a hipétese nula (HO: A quantidade de FVIII
no inicio & idéntica para o grupo sanguineo “O” e “Nao O”; H1: A quantidade de FVIII ndo é
idéntica para o grupo sanguineo “O” e “Nao O”). O teste de Mann-Whitney mostrou que o
grupo sanguineo tem influéncia na quantidade inicial de FVIII, o valor de p=0,001 (U 1193,50;
p<0,05). Desta maneira, foi rejeitada a hipotese nula, indicando que ha uma diferenca
significativa na quantidade inicial de FVIII entre os grupos “O” (MD 106,90; AlQ 42,40) e “Nao
O” (MD 134,0; AlQ: 38,85).

. Teste
Percentil Teste Mann-
Shapiro-
Grupo N Levene Whitney
50 . Wilk (valor : :
alor alor
(Mediana) P) (v P) (v P)
FVIIT NioO 65 110,65 134,00 149,50 0,11
inicial 0,700 0,001
(Ul/di) (o] 59 89,00 106,90 131,40 0,025

Tabela 5.5 - Resultados dos testes estatisticos aplicados para relacionar grupo “Ndo O” e grupo “O”. nivel de

significancia é 0,05.
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5.2.3 FVIII NAS TRES DIFERENTES FASES DO ESTUDO

De modo a avaliar a estabilidade e a mudanca nos resultados da atividade do FVIIlI ao longo
do estudo, foi realizada uma analise em diferentes momentos, o inicio, antes da congelagéao
do PF e um més apéds a sua congelagéo.

Devido a natureza dos dados que ndo seguem uma distribuicdo normal e apds se ter verificado
uma forte correlagdo entre os resultados destes trés momentos, foi utilizado o teste nao-
paramétrico de Friedman. Este teste permitiu verificar a existéncia de diferencas significativas
nos trés momentos, Tabela 5.6.

A aplicagdo deste teste revelou diferengas significativa nos niveis de FVIII analisados (X? =
103,472, df = 2, p < 0,05), indicando que existem diferencas estatisticamente significativas
desde o inicio até antes da congelagcido. Essas mudangas mantiveram-se estaveis até 1 més

apos a congelagao.

Estatisticas do Teste

Friedman
N 124
Qui-
103,472
quadrado
Gl 2

Significancia

Sig.
Amostra 1-Amostra 2 Estatistica de Std. Erro Sig. Sig. Ajust.
Teste
FVIIl ap6s 1 més - FVIII 1,161 0,127 0,000 0,000
no inicio
FVIII antes congelagao 1,052 0,127 0,000 0,000
- FVIII no inicio
FVIIl ap6s 1 més-FVII 0,109 0,127 0,391 1,000

antes da congelagéao

Valores de significanica foram ajustados pela correcao de Bonferroni para multiplos testes.

Tabela 5.6 - Estatistica do teste de Friedman. O nivel de significancia é 0,05.
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5.2.4 METODO DE CONGELAGAO E PRESERVAGAO DO FVIII
Apesar da avaliagado realizada anteriormente ndo mostrar diferengas significativas entre o
FVIII apés um més de congelacao e o FVIII antes da congelacao, procedeu-se a analise das
diferengas entre a quantidade de FVIII antes e ap6s um més de congelagao relativamente aos
métodos de congelagdo utilizados.
Foi testada a normalidade e a homogeneidade dos resultados, Tabela 5.7. Nao foi verificada
normalidade para os resultados de FVIII obtidos antes da congelagdo através da arca
congeladora p=0,009 (p<0,05), nem homogeneidade, a varidncia apresentou resultado,
p=0,626 (p>0,05).
Assim, para cada método de congelagéo foi testada a hipétese nula (HO: Nao ha diferenga
significativa entre a quantidade de FVIII antes da congelagéo e o FVIIl 1 més, H1: Ha uma
diferencga significativa entre a quantidade de FVIII antes da congelagao e o FVIII 1 més apos
a congelacéao), foi realizado o teste de Wilcoxon.
O teste de Wilcoxon mostrou que nao existem diferencas estatisticamente significativas (z=-
1,115; p=0,265) entre a quantidade de FVIII antes da congelagao (MD 110,75; AlQ 29,45) e o
FVIIlI 1 més apds a congelagéo (MD 113,50; AIQ 34,85), para o método “Congelador rapido”,
pelo que se aceita HO. Nao ha evidéncia suficiente para sugerir uma diferenca real.
Para o método “Arca ultracongeladora” o valor de p ¢ inferior a 0,05 (z=-4,930; p=0,001), o
que indica que rejeitamos a hipétese nula. Ha uma diferenga estatisticamente significativa nos
niveis de FVIII antes (MD 103,35; AlQ 55,82) e apds a congelacao (MD 95,70; AlQ 41,63).
O valor negativo de Z indica que, em geral, os valores apods a congelacao sdo menores do

que os valores antes da congelagao.

Shapiro Wilk Teste Levene Teste Wilcoxon
(p-value) (p-value) (p-value)

Antes
. 0,489
Congelador congelagao
0,013 0,265 -1,115

rapido Apés
P P 0,347
congelagao

Antes
0,009
Arca ultra congelagao
0,626 0,001 -4,930

congeladora Apés

= 0,072
congelagao

Tabela 5.7 - Diferenca de FVIII antes e ap6s congelacéo, por método de congelacéo. O nivel de significdncia é
0,05.
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6. DiscussAo

A necessidade de utilizagdo de produtos derivados do plasma, nomeadamente concentrados
de FVIII, continuara provavelmente a aumentar nos préximos anos a nivel mundial. A falta de
produtos capazes de substituir o sangue € uma das razdes pela qual estes produtos sao
considerados essenciais.’™

Devido as caracteristicas labeis do FVIII, os processos inerentes a colheita, processamento e
congelagado do plasma para fracionamento devem ser realizados de uma forma rapida de
forma a preservar as propriedades e a qualidade do produto.

Este estudo visa entender como os métodos de congelagdo do plasma influenciam a
concentragao de FVIII, fator da coagulagao crucial no tratamento de discrasias hemorragicas
como a hemofilia A. Para responder a este objetivo principal, a analise focou-se em comparar
os niveis de FVIII antes e apds a congelacado, avaliando se a metodologia utilizada para
congelar o PF afeta a concentragao deste fator. Também foram relacionadas outras variaveis
de forma a responder a objetivos especificos, como o grupo sanguineo e FVIII, o tempo desde
a colheita até a congelagao e a diferenga de FVIII entre estes dois momentos.

O estudo decorreu no Servigo de Sangue (SS) da Unidade Hospitalar de Torres Novas da
Unidade Local de Saude do Médio Tejo. A amostra foi constituida por 124 dadores benévolos
de sangue. A concentragao de FVIII circulante foi doseada em trés momentos diferentes, no
inicio da colheita em tubo de citrato de sddio, no plasma para fracionamento antes da
congelagcdo e um més apds a congelagao.

De acordo com o Guia para a preparagao, uso e garantia de qualidade dos componentes do
sangue do Conselho da Europa (edQm), versao 21, se a colheita de ST demorar mais que
quinze minutos, o plasma nao deve ser utilizado para a preparagao de fatores da coagulagao
(Evidéncia Nivel C).”® Relativamente ao tempo de colheita, verificou-se que a maioria das
colheitas tiveram uma duragao inferior a 10 minutos, 94,35% (N=117), e apenas em 5,65%
(N=7) das dadivas, uma duragao entre os 10 e os 15 minutos, (Figura 5.1).

Através da Tabela 5.1 observa-se que a MD de cada dadiva foi de 47916 ml, Max 490 ml e
Min 441 ml. Os PF produzidos tiveram uma MD de 272+16ml, Max 307 ml e Min 236 ml. De
acordo com o edQM, estes volumes estao dentro dos requisitos, 450+50 ml para o ST e > 200
ml para o PF.”®

Dos 124 participantes, verificou-se que 59 participantes (47,58%) expressam fendtipo O,
sendo que 43 dadores séo Rh (+) e 16 Rh (-). Dos 48 dadores (38,71%) com fendtipo A, 43
tém fenotipo Rh (+) e 5 Rh (-). Com uma frequéncia relativa inferior, participaram 13 dadores

(10,48%) do grupo B, sendo que 10 expressavam Rh (+) e 3 Rh (-), enquanto que do grupo
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AB a amostra incluiu apenas 4 dadores (3,23%), 3 com fendtipo Rh (+) e 1 com Rh (-), (Figura
5.2e5.3).

Verificou-se que as frequéncias relativas do grupo O e A sao diferentes as apresentadas por
Duran et al. (2007), num estudo sobre a distribuicdo dos grupos na populacédo portuguesa
realizado em 2007, para o distrito de Santarém, verificaram que a frequéncia relativa de
dadores do grupo O (40,22%) era inferior aos do grupo A (48,57%).7®

No entanto, a amostragem utilizada neste estudo podera ser reduzida face a amostragem
utilizada por Duran et al. (2007). Considerando que a recolha de amostra apenas foi realizada
nos quatro primeiros meses do ano de 2024, outro fator que podera explicar esta diferenca é
o intervalo de tempo associado a dadiva de sangue. Seria interessante comparar esta
distribuicdo com estudos recentes, no entanto ndo foram encontradas referéncias cientificas
que explorem esta questao.

Os niveis de FVIII dos dadores que integraram este estudo apresentaram MD de 118,10 Ul/dl
no inicio (1), MD de 110,10 Ul/dl no PF antes da congelagao (2) e MD de 108 Ul/dl no PF apos
um més de congelagao (3), ocorrendo uma redugdo da mediana de FVIII de 8,55% entre o
inicio e um més apds a congelacao (Figura 5.4). Observa-se através da Figura 5.5 que a maior
reducao na quantidade de FVIII ocorre no intervalo entre a fase de inicio e 0 momento antes
da congelagao do PF.

Um dos objetivos especificos deste estudo era investigar a possivel correlacdo entre
caracteristicas dos dadores de sangue, como 0 grupo sanguineo e a quantidade do FVIII.
Para estas variaveis obteve-se uma correlagdo negativa significativa fraca entre o “Grupo
sanguineo ABO” e a quantidade de “FVIII inicial” (r= -0,327; p<0,05), o que indica que
determinados grupos sanguineos tendem a estar associados a niveis mais baixos de FVIII.
Para testar este resultado foram agrupados em dois grupos, os dadores do grupo “O” (N=59)
e os dadores do grupo “Nao-O” (N=65), face ao reduzido niumero de dadores do grupo B e
AB, este ultimo engloba os dadores dos grupos A, B e AB. De acordo com a Figura 5.5, a MD
de FVIII no grupo “Nao-O” é superior (134 Ul/dl), face a MD do grupo “O” (106,90 Ul/dl).
Aplicando o teste de Mann-Whitney, foi rejeitada a hipétese nula, “A quantidade de FVIII no
inicio & idéntica para o grupo sanguineo “O” e “Nao O”. Este teste mostrou que ha uma
diferenca significativa na quantidade inicial de FVIII entre os grupos “O” e “Nao O”, o valor de
p=0.001 (U 1193,50; p<0,05), Tabela 5.5.

Estes resultados sdo semelhantes aos verificados por O’'Donnell et al. (2001) e Agarwal et al.
(2023), que também verificaram uma redugéao significativa de FVIII nos individuos do grupo
0.24,77

De acordo com Hermans et al. (2024), a diferenga nos niveis de FVIII entre os grupos
sanguineos €& atribuida a variabilidade nas concentracées enddgenas de FvW, fator que

desempenha um papel crucial na estabilizagéo e protegdo do FVIII na circulagio sanguinea.’®
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Para verificar o pressuposto que o tempo entre a colheita e o inicio do processo de congelagao
influencia a atividade do FVIII relacionou-se a variavel “Tempo até ao congelamento” com a
“Diferenca entre FVIIl do PF antes da congelagao e o FVIII no inicio da colheita”, o coeficiente
indicou uma correlagado extremamente fraca entre as variaveis, sugerindo que o tempo de
processamento, com duragdo mediana de 5 horas ndo tem uma relagao significativa com a
variacdo na quantidade de FVIII entre os dois momentos. O valor de p=0,514 é maior que o
nivel de significancia de 0,05, confirmando que a correlagdo ndo é estatisticamente
significativa. Estes resultados corroboram os resultados obtidos por Omidkhoda et al. (2011),
segundo estes autores, a influéncia do tempo na atividade do FVIII n&o foi significativa até 6
horas apos a colheita. *' Sward-Nilsson et al. (2006), também n&do encontraram diferencas
significativas na atividade do FVIII quando a congelagao é realizada entre as 2 e as 4 horas
apos a colheita, no entanto, quando a congelagao é realizada ap6s as 6 horas, as diferencas
foram significativas.®

Sera importante referir que de acordo com a metodologia utilizada neste estudo, o
processamento de ST nao foi realizado antes de perfazer as duas horas de placa de
butanodiol, que tem como fungédo favorecer a estabilizagdo do FVIII e manter o ST a
temperatura de 20-24°C, absorvendo o calor. Ou seja, o tempo desde 0 momento em que os
ST sairam da placa de refrigeracao até aos PF serem congelados foi rapido.

Desta forma, podemos concluir que considerando os resultados obtidos, ndo ha evidéncias
suficientes para afirmar que o “tempo desde a colheita até a congelagao” influencia a atividade
do FVIII, ndo havendo correlagao entre estas variaveis. Outras variaveis ou condigbes, como
os procedimentos realizados, a temperatura ou caracteristicas individuais de cada amostra,
podem ter uma influéncia maior na diferenca de FVIII do que o tempo desde a colheita até a
congelacéo.

Os coeficientes de correlagao de Spearman, Tabela 5.4, indicaram uma correlagdo positiva
entre os resultados de FVIII obtidos nos trés momentos do estudo, inicio, pré-congelagéo e
pos-congelagdo. Assim, para verificar em que fase do estudo as diferengas de FVIII
verificadas na Figuras 5.4 e 5.5 eram significativas, foi utilizado o teste de Friedman.

O valor do qui-quadrado de 103,472, calculado pelo teste de Friedman, Tabela 5.6 indica a
diferenga entre as medianas do FVIII nas trés fases do estudo, sugerindo uma diferenga
substancial, indicada pelo valor de p de 0,001. Esses resultados mostram que as principais
alteragdes nos niveis de FVIII ocorrem antes da fase de congelagdo do PF, estabilizando
posteriormente, uma vez que nao houve alteragdes significativas nos niveis de FVIII durante
o0 armazenamento a -80°C, ou seja, antes da congelacdo e 1 més apds a congelacédo, a
semelhanca do que foi discutido anteriormente ao analisar os trés momentos representados
na Figura 5.5. No entanto, é relevante referir que os dados do FVIII apés um més de

congelagdo que foram utilizados para esta avaliagdo, englobaram os dois métodos de
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congelacgéao. Estes resultados vao ao encontro dos resultados obtidos por Ofuso et al. (1987),
que compararam a atividade do FVIII logo apds a produgcao em plasma e apdés um més de
congelagao, com armazenamento a -30°, tendo concluido que a atividade do FVIII entre estas
duas fases permanecia indistinguivel.”®

Por outro lado, analisando a Tabela 5.7, verificam-se diferengas na quantidade de FVIII antes
e apos congelagao entre os métodos de congelacao utilizados. Com o objetivo de analisar
esta diferenga e responder a questao inicial do estudo, foram comparados os resultados
obtidos através do teste de Wilcoxon.

Os resultados mostraram variagdes nos niveis de FVIII em fungao do método de congelagao
utilizado, revelando que a congelacdo do plasma utilizando um congelador rapido permite
manter os niveis de FVIII proximos dos valores pré-congelamento, enquanto que a
congelagao através de arcas ultracongeladoras mostrou uma redugéo significativa deste fator
da coagulagéo (p=0,001).

Nao foram identificados estudos que relacionem os métodos de congelagéo do plasma obtido
apos a colheita de ST em dadores de sangue, a maioria das evidéncias cientificas apenas
relacionam as diferentes formas de armazenamento de plasma com a atividade do FVIII,
Woodhams et al. (2001) e Alesci et al. (2009) verificaram que a atividade do fator de
coagulagao no plasma congelado armazenado a aproximadamente -80°C foi maior que a do
plasma congelado armazenado a aproximadamente -20°C.808"

No entanto, Subramaniyan et al. (2016), estudaram o efeito de métodos de congelagcédo na
atividade do FVIII em crioprecipitado, fracdo insoluvel recuperada por centrifugacdo quando
o plasma fresco congelado é descongelado a 4°C, fonte importante de FVIII concentrado.
Estes investigadores verificaram que os niveis de FVIII foram maiores no crioprecipitado
congelado num congelador rapido, em comparagdo com o crioprecipitado congelado numa
arca ultracongeladora.??

Sera relevante afirmar que a variabilidade intrinseca nas medi¢des de FVIII podera mascarar
o efeito de uma variavel. Um tamanho de amostra maior pode ser necessario para obter
resultados mais robustos e confiaveis.

Avaliando o impacto que estes dois equipamentos poderao ter nos Servigos de Sangue,
verificou-se que a arca ultracongeladora embora apresente como mais valias a capacidade
de armazenar grandes quantidades de plasma, um custo inicial reduzido em comparagédo com
o congelador rapido e ndo necessitar de formagao especifica para a sua utilizagdo, podera
apresentar alguns desafios operacionais na congelagao do plasma. Este equipamento apenas
permite congelar diariamente um namero de plasmas reduzido, o que podera ser insuficiente
para a quantidade de PF produzida diariamente, provocando variagdes de temperatura,
quando novas unidades de plasma com temperaturas entre 20-24°C sao colocadas no interior

para congelagcao, o que provoca um aumento temporario da temperatura interna, que podera
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comprometer a eficacia do congelamento e a qualidade do plasma. As variagcdes de
temperatura e a capacidade limitada de congelamento aumentam o risco de desperdicio de
plasma.

Por sua vez, o congelador rapido apesar de ter custos de aquisicao elevados e necessitar de
formacgao especifica para a sua utilizagdo, tem a vantagem de permitir congelar o PF em
menos de 30 minutos, bem como permitir a rastreabilidade de todo o processo de congelagao,
requisito para a aceitagdo do PF pela industria de fracionamento. Além disso, tendem a
preservar melhor a qualidade e a atividade dos fatores plasmaticos devido a reducdo do tempo
em que o plasma esta em temperaturas intermediarias, minimizando a degradagao de fatores
plasmaticos labeis como o FVII, estes equipamentos tém como fungdo principal a
congelacéo.

A escolha entre arcas ultracongeladoras e congeladores rapidos depende de varias
consideracdes, incluindo o volume de plasma a ser processado, a sensibilidade dos
componentes plasmaticos que precisam ser preservados, o espaco disponivel no laboratério
e o orcamento disponivel para a aquisicdo dos equipamentos. Cada método tem as suas
vantagens e desvantagens especificas, e a decisdo deve ser baseada nas necessidades e

prioridades especificas do Servico de Sangue.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Mesmo que o FVIII recombinante seja o mais utilizado para o tratamento de Hemcofilia A, o
Plasma humano ainda € uma fonte importante para a produgéo de concentrados de FVIII.

A escolha do método de congelagédo do Plasma podera afetar a atividade do FVIII, pelo que
conhecer qual o mais eficaz pode ser uma mais valia para os servigos de sangue, destacando
a importancia de uma padronizacao adequada de todas as etapas do processo de producao
de PF, de modo a evitar perdas desnecessarias.

Os resultados obtidos neste estudo confirmaram a conformidade do tempo de colheita de ST
e dos volumes de PF produzidos na ULSMT com os requisitos estabelecidos com a
Farmacopeia Europeia, bem como a quantidade de FVIII nos dadores analisados, sendo um
indicador da utilizagao de Boas Praticas de Fabrico.®"*3

Foi possivel identificar diferengas significativas nos niveis de FVIII entre os dadores de
diferentes grupos sanguineos ABO, pelo que se verificou que os dadores do grupo sanguineo
O apresentam niveis mais baixos de FVIIl, em comparagdo com os dadores dos grupos “Nao-
O”. Apesar de terem sido utilizadas amostras de dadores de sangue para relacionar os niveis
de FVIIl com o grupo sanguineo, estes resultados poderdo ser extrapolados para doentes, o
que realca a importancia de uma abordagem personalizada na gestao da terapia com FVIII,
levando em consideragao as particularidades do grupo sanguineo de cada doente.

Com base nos resultados do estudo foi possivel concluir que a congelagao rapida tende a
preservar melhor os niveis de FVIII, e que a reducdo dos niveis deste fator foi mais
pronunciada através da congelacao do PF em arca ultracongeladora.

Sera importante referir que os equipamentos utilizados na congelacdo dos plasmas
encontravam-se qualificados para a congelagdo do niumero de plasmas utilizados em cada
ciclo de congelagéao.

Em suma, a capacidade de congelar rapidamente o plasma através de congeladores rapidos
e de armazenar o PF ja congelado nas arcas ultracongeladoras demonstra a
complementaridade entre estes dois equipamentos, o que favorece todo o processo de
producgao de PF.

Para validar os resultados obtidos seria interessante comparar os resultados da degradagéo
de FVIII obtidos apés a congelagao do plasma por estes dois métodos, no entanto, ndao foram
encontradas mais referéncias cientificas. Apesar disso, os resultados poderao servir de base

para futuras investigaces.
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8. LIMITAGOES DO ESTUDO E PERSPETIVAS FUTURAS

Apesar dos resultados interessantes, a amostra foi limitada a um centro de colheitas, pelo que
nao é representativa de toda a populagéo. Seria benéfico aumentar o periodo de recolha de
amostras, bem como expandir o estudo incluindo varios postos de colheita, possibilitando
utilizar uma amostra maior e diversificada.

Embora se tenha verificado uma diferencga significativa na quantidade inicial de FVIII entre os
grupos “O” e “Nao O”, estes resultados apenas de basearam no fenétipo ABO, dadores
homozigéticos AA e BB eram indistinguiveis dos heterozigéticos AO e BO. Desta maneira,
seria oportuno relacionar a quantidade de FVIII com os gendtipos ABO.

Sendo o aproveitamento do Plasma para fracionamento uma realidade recente nacional, os
estudos que envolvam esta tematica poderao beneficiar e influenciar as BPF nos servigos de
sangue, condi¢ao essencial para a industria do Plasma.

Em estudos futuros e em dadores nacionais, seria interessante prolongar o tempo entre a
colheita até a congelagdo do PF, de modo a verificar se a atividade do FVIII diminui
significativamente ao longo do tempo. Investigar possiveis correlagdes entre os niveis de FVIII
e de FvW, idade e FVIII, bem como investigar possiveis mutagbes no gene do FVIIl e a

influéncia na sua atividade.
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APENDICES

APENDICE | — DIFERENTES TIPOS E CATEGORIAS DE PLASMA FRESCO.

ADAPTADO DE GARRAUD et al.” (2019).

SAO APRESENTADOS OS PRINCIPAIS TIPOS E APRESENTAGOES DE PLASMA PARA USO TERAPEUTICO. INDEPENDENTEMENTE DA
IMPLEMENTAGAO DE MEDIDAS DE SEGURANCA RELATIVAS A TESTES E CONTROLO DE QUALIDADE.***PCC SIGNIFICA COMPLEXO
DE PROTROMBINA, UM COMPONENTE SANGUINEO LABIL.****PODERA SER SUBMETIDO A MEDIDAS DE SEGURANGA ADICIONAIS,
COM REDUGAO DE PATOGENEOS.
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Figura 8.1 - Diferentes tipos e categorias de plasma. .***PCC Significa Complexo de Protrombina,.****Podera ser submetido a medidas de seguranga adicionais, com redugao
de patogéneos.?®
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APENDICE Il = PARAMETROS DE AVALIACAO NO CONTROLO DE QUALIDADE DO
PLASMA DESTINADO AO FRACIONAMENTO.
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Parametro a verificar

Requisitos de qualidade

Volume >200ml
Doseamento do FVIII
Fator VIII (1 més apés a congelagdo = 0,7 Ul/ml)

(Pool de 10 U plasmas)

Proteinas Totais

250 g/L (Pool de 10 U plasmas)

Células residuais antes da congelagao

Eritrocitos: < 6.0 x 10%/L
Leucécitos: < 0,1 x 109/L

Plaquetas: < 50 x 10%/L

Alteragoes visuais

Auséncia de hemodlise, coloragao anormal

ou presenca de coagulos visiveis

Figura 8.2 - Pardmetros de avaliagdo no controlo de qualidade do plasma destinado ao fracionamento.
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APENDICE Il - FOLHA DE RECOLHA DE DADOS DO ESTUDO.
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FOLHA DE RECOLHA DE DADOS — IMPACTO DO METODO DE CONGELAGAO DO PLASMA PARA FRACIONAMENTO NO DOSEAMENTO DE

FATOR VIII EM COLHEITAS DE DADORES DE SANGUE

TEMPO ENTRE A Fvii NO INICIO Fvii o PF Fvill 1 MES APOS METODO DA
AMOSTRA DURAGAO DA
DATA N° DADOR GS Ne COLHEITA VOLUME ST VOLUME PF COLHEITAEO DA COLHEITA ANTES DA A CONGELAGAO CONGELAGAO
N° COLHEITA
CONGELAMENTO (1) CONGELAGAO (2) (3)
Legenda:

GS — Grupo sanguineo
ST - Sangue total
PF — Plasma para fracionamento
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APENDICE IV — FASES DE ESTUDO
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Fase 1

Entrega de consentimento

informado e esclarecido

Selegao do dador por triagem
clinica
[
Responsabilidade:

Assistente administrativo e
Médico

PROCEDIMENTOS NAS DIFERENTES FASES DE ESTUDO

Fase 2

Colheita 470ml ST

Colheita amostra em
tubo citrato de sédio

Tubo citrato — doseamento
inicial FvIlI

Ap6s colheita ST, repouso

em placas de refrigeragdo

Responsabilidade:
TSDT/Enfermeiro

02

Centrifugagdo do ST

Separagdo celular

Amostra PF —doseamento
Fvill

Responsabilidade: TSDT

Figura 8.3 - Procedimento e responsabilidades nas Fases do estudo.

Congelagéo do PF

Congelagao do PF

Armazenamento do PF

Responsabilidade: TSDT

Fase

Apds um més de congelagao

- Descongelar PF

Amostra PF —doseamento
Fvil

Responsabilidade: TSDT

=
-
wn

Compilagao e analise de
resultados

Responsabilidade:
Investigador

06
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APENDICE V — CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
INVESTIGACAO
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ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE
DELISBOA

RCHMT

CENTRO HospPITALAR MEDIO TEJO,E.R.E.

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
INVESTIGAGAO

(De acordo com a Declaragao de Helsinquia e a Convengao de Oviedo e em
concordancia com a Lei n.° 58/2019 de 8 de agosto da protegao de dados)

Projeto de investigacao

Impacto do método de congelagao de congelagao do plasma para fracionamento no
doseamento do fator VIII em colheitas de dadores de sangue

Este estudo tem como objetivo avaliar o impacto do método de congelagdo do plasma para
fracionamento, na atividade do fator VIIl em colheitas a dadores de sangue. Sera relevante entender
como diferentes métodos de congelagédo podem afetar a atividade do fator VIII, garantindo a qualidade
e eficacia dos produtos derivados do plasma produzidos pela industria de fracionamento de plasma,
recorrendo ao plasma colhido em dadores nos servigos de sangue. Esta avaliagdo podera ter impacto
na produgdo de hemoderivados e permitira disponibilizar produtos com niveis adequados de fator VIII
para o tratamento de pacientes com disturbios da coagulagéo.

Desta forma, para arealizagao do estudo, a decorrer no servigo de Imunohemoterapia, iremos proceder,
apos assinatura voluntaria e esclarecida do consentimento informado, a recolha de uma amostra num
tubo de estudo da coagulagédo com citrato de sddio, no ato da colheita de sangue.

Todos os participantes devem de obedecer aos critérios de elegibilidade para dador de sangue. As
amostras seréo processadas para o doseamento do fator VIII do dador.

A participagdo neste projeto de investigagdo é voluntaria e livre, sem encargos associados. O
participante tem o direito de recusar a qualquer momento a sua participagéo no estudo, sem que dai
possam resultar quaisquer prejuizos e sem que seja comprometida a privacidade e confidencialidade
dos dados obtidos até ao momento. Toda a informagéo fornecida é confidencial e sera utilizada apenas
para responder aos objetivos descritos. Toda a informagao que permita a identificacdo do participante
(nome, idade, contactos) sera codificada e armazenada no arquivo do Servico de Imunohemoterapia
do Centro , Hospitalar do Médio Tejo — Unidade de Torres Novas, separadamente da restante
informagédo e sO acessivel ao investigador responsavel. De acordo, com as regras nacionais de
protecdo de dados, toda a informagéo recolhida podera ser posteriormente modificada, atualizada ou
retirada pelo participante, sendo o prazo de guarda dos dados de 30 anos.

Este estudo tera a duragao de 6 meses e os resultados obtidos serao utilizados no desenvolvimento de
uma tese de mestrado, podendo também serem divulgados em forma de artigos cientificos, a fim de
serem publicados em revistas nacionais e internacionais com revisao de pares, congressos, encontros
e jornadas nacionais e internacionais, sem nunca comprometer a confidencialidade dos participantes.

No final do estudo, de acordo com os resultados obtidos serdo emitidas recomendagdes para o servico.
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Os seus dados pessoais serdo tratados de acordo com o definido na politica de privacidade da

instituicao, e-mail: geral@chmt.min-saude.pt.

Assinatura do investigador responsavel:

Torres Novas, de de 20
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CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO

AUTOR: Jodo Pedro Duque Fernandes
AmBITO: Desenvolvimento da Tese de Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais da

Escola Superior de Tecnologias da Saude de Lisboa

Eu ,
concordo participar voluntariamente no estudo desenvolvido no ambito da dissertacdo de mestrado

“Impacto do método de congelagdo do plasma para fracionamento no doseamento do fator VIII em
colheitas de dadores de sangue”.

Declaro que fui informado da natureza anénima do presente estudo, que toda a informagéo por mim
fornecida seré tratada confidencialmente e os dados obtidos ser&o utilizados Unica e exclusivamente
para atingir os objetivos deste projeto. Os resultados poderado ser apresentados em publicagbes sem
nunca revelar dados que identifiquem os seus participantes.

Apds terem sido dadas a conhecer as informagdes acima referidas, concedo o0 meu consentimento

voluntario para colaborar neste projeto.

Assinatura do(a) Dador(a): Data: / /
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