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"Be curious always.
For knowledge will not acquire you,
You must acquire it."
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Resumo

Resumo
A medicina transfusional ¢ um ramo muito importante da medicina de hoje, tendo

evoluido de um servico centrado principalmente no laboratdrio, tratando dos aspetos
soroldgicos do sangue, para uma disciplina clinicamente orientada, focalizada na

assisténcia ao paciente.

O uso dos componentes do sangue varia de simples complicacdes obstétricas e anemia
materna ¢ infantil, a deficiéncias cronicas desses componentes, cirurgias

cardiovasculares complexas, traumas ou sepsis, entre outras ocorréncias fatais.

A presenca de componentes do sangue na medicina de hoje ¢ tdo importante, que uma
pequena escassez esporadica de sangue e seus componentes (por exemplo, concentrado
de hemacias, produtos de plaquetas, albumina, imunoglobulina intravenosa, e

concentrados de fatores de coagulagdo) sdo ocorréncias potencialmente fatais.

O trabalho que aqui se apresenta centra-se no plasma humano, seus componentes e

derivados, bem com na sua conservacao e utilizac¢ao teraputica em ambiente hospitalar.

Faz-se a contextualizac¢do historica da origem e desenvolvimento geral do plasma e seus
derivados, bem como a apresentagao do atual quadro legislativo em Portugal e na Unido

Europeia.

Apresenta-se uma breve introducdo de cada componente e das doencas relacionadas,

tendo em conta a sua relevancia clinica e uso.

Também se abordam os hemocomponentes, mas dando uma visdo mais profunda dos
produtos hemoderivados. Sdo tratados alguns fatores recombinantes utilizados na

hemofilia em Portugal e d-se uma visao mais detalhada da doenca.

Por fim, ¢ feita uma descricdo do processo industrial de fabrico de produtos

hemoderivados.

Palavras-chave: sangue total, plasma humano, componentes e derivados.
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Abstract

Abstract
Transfusion medicine is a very important branch of today’s medicine, having evolved

from a mostly laboratory-centered service with a focus on the serological aspects of

blood, into a clinically oriented discipline that emphasizes patient care.

The usage of blood components ranges from simple obstetric complications and
maternal and infant anemia, to chronic deficiency of such components, complex

cardiovascular surgery, trauma or sepsis, among other life-threatening occurrences.

The presence of blood components in today’s medicine is so important, that a small
sporadic shortage of blood and its components (e.g. packed red cells, platelet products,
albumin, intravenous immunoglobulin, and clotting factor concentrates) are potentially

life-threatening occurrences.

The present work focuses on human plasma and its components and derivatives, as well

as their conservation and therapeutic usage in hospitals.

An historical background of the origin and general development of plasma and its
derivatives is given, as well as the current legislative framework in Portugal and in the

European Union.

A brief introduction of each component and related diseases is made, taking into

account their clinical relevance and usage.

We also approach hemocomponents but give a deeper insight into hemoderived
products. Some recombinant factors used in hemophilia in Portugal are also tackled,

accompanied by a more detailed insight of the disease.

Finally, a description of the industrial process of making hemoderived products is made.

Keywords: human blood, human plasma, components and derivates.
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Capitulo 1 — Introducgdo

Capitulo 1 — Introducao
Ao longo dos ultimos cem anos, a medicina transfusional passou da transfusdo de

pequenas quantidades de sangue total, a uma das praticas terapéuticas mais comuns,
abrangendo também o plasma e os seus derivados (Shaz, Hillyer, Roshal, & Abrams,

2013).

Foi na década de 1940, durante a segunda guerra mundial, que Edwin Cohn
desenvolveu um processo a base de etanol frio para separar as proteinas do plasma
humano, conhecido como o "processo de fracionamento de Cohn". Ainda hoje, este
processo constitui a base da maior parte das instalacdes modernas de fracionamento de
plasma humano, permitindo o uso generalizado de medicamentos extraidos do mesmo
(EMA, 2011; Internacional Blood Plasma News, 2016; Vincent, Russell, Jacob, Martin,
Guidet, Wernerman, Roca, et al., 2014).

Originalmente, o objetivo de Cohn era separar a albumina para a utilizar em soldados
com perda de sangue. O uso bem-sucedido desta proteina levou a uma rapida
disseminagdo do seu uso terapéutico do setor militar para os hospitais civis ¢ para as
salas de operagdo em todo o mundo (Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet,

Wernerman, Roca, et al., 2014).

Ao longo do tempo, outras proteinas foram separadas de diferentes fragdes do plasma e
utilizadas a nivel clinico, destacando-se aqui as imunoglobulinas e os fatores de
coagulagdo. A partir de meados dos anos 1950, com a purificagdo de imunoglobulinas
tém sido desenvolvidas inumeras aplica¢des para pacientes com deficiéncias congénitas
de anticorpos. Atualmente, as imunoglobulinas representam cerca de 40-50% do
mercado mundial de proteinas plasmaticas. Na década de 1960, a descoberta de que a
fracdo de crioprecipitado de plasma ¢ enriquecida com o fator VIII e, ja na década de
1970, a possibilidade de purificacdo dos fatores VIII e IX a partir do plasma permitiram
a introducdo da terapia de infusdo de concentrado de fatores, revolucionando o
tratamento de Hemofilia A e B (Internacional Blood Plasma News, 2016; Kasper et al.,

2015; Shaz et al., 2013).

Nos anos 1980, o potencial de transmissdo viral (especialmente nas pools de plasma)
teve um grande impacto neste sector da saude, visto ter sido reconhecido que os
medicamentos derivados do plasma (nomeadamente os concentrados de fatores de

coagulacdo) causaram a transmissdo generalizada do virus da imunodeficiéncia humana
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(VIH) e da hepatite C (VHC). Esta crise levou a uma completa transformacao no setor
de colheita de plasma e na industria de fracionamento com a introducdo de medidas
especificas para assegurar o controlo de qualidade na produgdo destes medicamentos

(EMA, 2011; Robert, 2011; Shaz et al., 2013).

Desde entdo, passaram a ser adotados procedimentos padrao como a selecdo de dadores,
o rastreio de doag¢des individuais e de “pools” de plasma com marcadores de infecao, os
testes de amplificagdo de acidos nucleicos (TAAN) e os métodos de inativagdo e
remogao viral. Estes procedimentos ajudaram a reduzir o risco residual da transmissao
de agentes infeciosos para valores menores que 1: 2.000.000 de unidades rastreadas.
Tanto que, de acordo com Amy L. Dunn, praticamente ndo foram relatados casos de
transmissdo viral em pacientes por concentrados de fatores de coagulagcdo nas duas
ultimas décadas. Os riscos foram ainda mais reduzidos com o sucesso da producao dos
fatores recombinantes VIII e IX (ambos licenciados na década de 1990). A tecnologia
recombinante continua em constante desenvolvimento e a sua producdo abrange cada

vez mais proteinas plasmaticas (EMA, 2011; Kasper et al., 2015; Shaz et al., 2013).

No entanto, nos ultimos 25 anos, as complicagdes nao infeciosas de transfusdo
tornaram-se evidentes. Estas incluem, entre outras, as reagdes febris (reduzidas
substancialmente com a implementa¢do de métodos de leucoreducdo); as transfusdes
incompativeis; a sobrecarga circulatoria associada a transfusdo e a lesdo pulmonar
aguda relacionada com a transfusdao (TRALI). Para muitas destas complicagdes, ja
foram implementadas estratégias de mitigacdo com sucesso a nivel hospitalar (Shaz et

al., 2013).

No Capitulo 2, apresenta-se o enquadramento legislativo; no Capitulo 3, o sangue e seus
componentes; no Capitulo 4, plasma humano e seus derivados; no capitulo 5,
hemocomponentes; no capitulo 6, disturbios de coagula¢do e no capitulo 7, fabrico de
hemoderivados. Por fim, o capitulo 8 com as conclusdes, seguidos da bibliografia e dos

ancxos.
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Capitulo 2 — Enquadramento Legislativo
De acordo com a Diretiva 2001/83/CE, os medicamentos derivados do sangue ou do

plasma humano, sdo medicamentos a base de componentes de sangue, preparados
industrialmente por estabelecimentos publicos ou privados, os quais compreendem
nomeadamente a albumina, os fatores de coagulagdo e as imunoglobulinas de origem

humana.

Os medicamentos derivados do sangue ou do plasma humano sofrem de uma restrigao
relativamente ao seu fornecimento e utilizagdao. A alinea b) do artigo 118.° do Estatuto
do Medicamento diz-nos que estes medicamentos sdo sujeitos a receita médica restrita,
sendo a sua utilizacdo reservada ao meio hospitalar. Esta restricdo ¢ imposta uma vez
que estes medicamentos destinam-se a patologias cujo diagndstico € apenas efetuado em
meio hospitalar com meios de diagndsticos adequados, ainda que a sua administragdo e
o acompanhamento dos pacientes possa ser realizado fora desses meios (Decreto-lei n°

176/2006, 20006).

Tanto os medicamentos derivados do sangue ou plasma humano como as vacinas, sdo
também considerados pelo Estatuto do Medicamento como produtos de origem
bioldgica, os quais apresentam variabilidade enquanto produtos, relativamente a sua
origem. Assim sendo, todos os lotes requerem um Certificado Oficial Europeu de
Libertacdo de Lote (COELL) segundo o Estatuto do Medicamento e de acordo com as
guidelines europeias para Libertacdo de Lote (OCABR - Official Control Authority
Batch Release), os quais sdo reconhecidos em toda a Unido Europeia e Espaco
Econémico Europeu (Directiva 2001/83/CE, 2001; Directiva 2003/63/CE, 2003;
Infarmed, 2014a).

Os mesmos principios e regras se aplicam para as “pools” de plasma, as quais para além
da emissdo do COELL, tém de ser devidamente identificadas com o codigo “pool”,
produtor, data de produ¢do, volume, nimero de dadivas, assim como toda a informagao

de cada dadiva individual, testes efetuados e resultados adquiridos (Infarmed, 2014b)

Para assegurar a seguranca deste tipo de medicamentos bioldgicos, ¢ obrigatdrio um
controlo rigoroso ¢ documentagdo de todos os processos de tratamento do material de
origem, os quais se entendem por todas as substancias a partir dos quais a substancia
ativa ¢ fabricada ou dos quais ¢ extraida, at¢ ao produto final. Dentro deste tipo de

documentacdo, a existéncia de um arquivo mestre do plasma, também conhecido por
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ficheiro principal do plasma (PMF — Plasma Master File), ndo se inclui no dossié€ de
Autorizagdo de Introdug¢do no Mercado (AIM). No entanto, a sua utilizacdo assegura
que o fabrico de medicamentos derivados do plasma estejam ao abrigo das Boas
Praticas de Fabrico, permitindo controlar toda a informagao relativamente ao material

de origem (Decreto Lei n® 176/2006, 2006; Directiva 2003/63/CE, 2003).

O artigo 102.° do Estatuto do Medicamento cita que os medicamentos derivados do
sangue ou plasma humano regem-se por uma Legislacdo especial, a qual se aplica
nomeadamente as medidas de seguranca e de controlo mencionadas nos artigos 134.° e
135.° respetivamente. As medidas de seguranca referem que “as normas relativas a
qualidade e seguranca da colheita, analise, processamento ¢ armazenamento de sangue
ou do plasma humanos e de componentes sanguineos sdao definidas por legislacdo
especial”, devendo ser adotadas as medidas presentes nas Farmacopeias Portuguesa e
Europeia, assim como as recomendagdes dadas pelo Conselho da Europa e pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a fim de evitar a transmissdo de doencgas
infeciosas. O artigo 135.° dita que deve existir um controlo especial na produ¢do destes
medicamentos, nomeadamente a fim de evitar contaminagao viral especifica, ficando o
fabricante obrigado a comunicar ao INFARMED todos os métodos utilizados para
reduzir ou eliminar os agentes patogénicos suscetiveis que possam ser transmitidos
pelos medicamentos derivados do sangue ou do plasma humano. Deve também haver
uma validacdo devida de todos os processos de fabrico e purificagdo utilizados na
producao de medicamentos derivados do sangue ou do plasma, de forma a assegurar a
conformidade dos lotes e garantir a auséncia de contaminagao viral especifica (Decreto-

lei n® 176/2006, 2006).

As medidas de seguranca e controlo anteriormente referidas devem ser atingidas para
que o medicamento produzido possa ser submetido a uma AIM, a qual apresenta como
critérios de submissdo, a capacidade do fabricante demonstrar de forma continua, a
conformidade dos lotes e, na medida em que o desenvolvimento técnico o permita, a
auséncia de contaminacdo viral especifica. Um conhecimento mais aprofundado sobre
as regras de submissdao a AIM pode ser adquirido através da leitura do Anexo I da
Diretiva 2003/63/CE (Directiva 2001/83/CE, 2001; Directiva 2003/63/CE, 2003; EMA,
2011).

O Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacao, I. P. (IPST) ¢ um organismo que

tem por missdo regular a nivel nacional, toda a atividade da medicina transfusional e de
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transplantacao, participando na politica nacional relativamente aos respetivos setores.
Desta forma garantindo, a devida dadiva, colheita, analise, processamento, preservacao,
armazenamento, disponibilidade e acessibilidade da distribui¢do de sangue humano e
dos seus componentes, assim como de orgaos, tecidos e células de origem humana

(Decreto-Lei n.° 124/2011, 2011).

De acordo com o artigo 7.°, os servigos de sangue sdao estruturas responsaveis pela
colheita e analise sangue humano ou de componentes sanguineos, independentemente
de ser para fracionamento ou transfusdo, assim como pelo seu processamento,
armazenamento e distribui¢do quando estes se destinarem a transfusdo (Decreto-Lei n°

267/2007, 2007).

No seguimento destes organismos, o artigo 10.° define os servicos de medicina
transfusional como unidades hospitalares que armazenam, distribuem e disponibilizam
sangue e os seus componentes, podendo efetuar testes de compatibilidade para a
utilizacao exclusiva do hospital e incluir outras atividades de transfusdo no suporte

hospitalar (Decreto-Lei n® 267/2007, 2007).

Os servicos de medicina transfusional podem também incluir e exercer os processos que
caibam na definicdo de servigos de sangue, desde que seja feita um pedido de

autorizagdo prévio a Direccao-Geral da Satde (DGS) (Decreto-Lei n.° 185/2015, 2015)

A pessoa responsavel por estes servigos deve ser um médico devidamente identificado
perante a DGS, que detenha a especialidade de imuno-hemoterapia e possua pelo menos
dois anos de experiéncia na mesma area. A sua funcdo reflete-se em assegurar o
cumprimento dos requisitos de formag¢do de pessoal, sistemas da qualidade,
documentacado, conservagdo dos registos e rastreabilidade, assim como a notificacdo e
prote¢do de dados confidenciais. Este, juntamente com o pessoal empregado, deveram
receber formacao adequada e regular de modo a garantir um desempenho de qualidade

dentro dos servigos (Decreto-Lei n.° 185/2015, 2015; Decreto-Lei n® 267/2007, 2007).

A rastreabilidade ¢ um conceito logistico cuja utilizagdo nos servigos de sangue e
medicina transfusional € obrigatoria, de forma a se poder identificar a origem de um
produto (desde o dador) e todo o seu percurso até ao recetor. Este processo assegura um
devido controlo de qualidade, possibilitando uma melhor farmacovigilancia e a
possibilidade de recolha de lotes quando necessaria. Desta forma, os servicos de sangue

e medicina transfusional devem implementar um sistema de informagdo que permita a
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identificacao individual de cada dador, de cada unidade de sangue colhida e cada
componente preparado, assim como uma posterior verificagdo da correta administra¢do
da unidade disponibilizada ao doente. Todos os dados necessarios para um registo
integral de rastreabilidade podem ser encontrados no Anexo I do presente trabalho, os
quais devem ser conservados pelas respetivas organizagdes por um periodo minimo de

30 anos (Decreto-Lei n® 267/2007, 2007; DGS, 2015).

De acordo com o artigo 15.° do Decreto-Lei n.° 185/2015 de 2 de setembro, os servigos
ou instalagdes, onde sejam efetuadas transfusdes, devem notificar todas as reagdes
adversas graves observadas durante ou apos a transfusdo, ao servico de sangue donde
procedeu a unidade administrada e ao IPST. Este procedimento deve ser feito utilizando
os modelos de notificacdo presentes no anexo X do mesmo Decreto-Lei. O mesmo
processo de notificacdo deve ser feito na presenca de incidentes adversos graves (artigo
16.°) relacionados com a colheita, analise, processamento, armazenamento ¢
distribuicdo de sangue, plasma e dos seus componentes, que possam ter influéncia na
sua qualidade e seguranga. Neste ultimo caso, sdo utilizados os modelos de notificacao

presentes no anexo XI do mesmo Decreto-Lei.

Os servigos de sangue devem assegurar as devidas condi¢des de armazenamento,
transporte e distribuicdo dos produtos sanguineos e seus derivados, descritas pelo anexo
XIII do Decreto-Lei n° 267/2007 de 24 de Julho representado na Figura 1. Cada passo
destes procedimentos deve ser previamente validado e realizado de forma a manter a
integridade dos produtos. O sangue e os seus derivados, com consideracao especial aos
componentes autdlogos, devem ser devidamente identificados e armazenados em locais
especificos e separados, sendo mantido um registo adequado dos mesmos, referente ao

inventario e distribuigao.
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ANEXO X1

Condigoes de armazenamento, transporte e distribuigdo
de sangue e componentes sanguineos

1 — Armazenamento:
1.1 — Armazenamento de componentes liquidos:

Components de ;rrnmmlaum“m Duragio maxima do armacseramenta

Preparagdes de eritrocitos e de sangue total (se usado +2°Ca+6°C | 2E-49 dias consoante os processos usados na colheita, processamento
em transfusdes como sangue total). & armazenamento,

Preparagies de plaquetas ... .. ... ... .. | +20°C a+24°C | Cinco dias; podem ser armazenadas durante sete dias em combinagio
com a detecedo ou reducio de contaminagdo bacterana.

Granulocitos. ... ... oo e | F20°C a4+ 24°C | Vinte ¢ quatro horas.

1.2 — Criopreservagdo:

Componente Candigles e duragio do armazenamento
Eritrocitos . .. ... oo e e e . | ALé 30 anos, consoante os processos usados na colheila, processamento ¢ armazenamento,
Plaquetas. ... ......... ... ... ooeoeo... | Ald 24 meses, consoante os processos usados na colheita, processamento ¢ armagenamento,
Plasma e crioprecipitado. ... ......... ... ... .. | Alé 36 meses, consoante os processos usados na colheita, processamento e armazenamento,

O eritricitos ¢ l-J_H'dl'lll-JqLI‘.‘liL‘i criopreservados devem ser formulados numa solugio adequada apds descongelagio. O periodo de armazenamento
permitido apas descongelagio dependerd do método utilizado.

Figura 1 - Condigdes de armazenamento, transporte ¢ distribuigdo de sangue ¢ componentes sanguineos,
de acordo com o anexo XIII do Decreto-Lei n.° 267/2007 de 24 de Julho

A identificagdo individual de cada produto farmacéutico através do sistema de
rotulagem ¢ crucial para um devido manuseamento dos mesmos durante o processo de
fabrico, armazenamento, transporte ¢ administragdo, assim como de rastreabilidade. A
informagao descrita nos rotulos deve-se apresentar em conformidade com o anexo VIII
do Decreto-Lei n° 267/2007 de 24 de Julho, sendo necessario:

e Designacdo oficial do componente;

e Volume, peso ou nimero de cé€lulas do componente (consoante o0 caso);

e Identificacdao unica, numérica ou alfanumérica, da dadiva;

e Nome do servico de sangue de producao;

e Grupo ABO e RhD, especificando «Rh D positivo» ou «Rh D negativo» (ndo
necessaria para o plasma destinado exclusivamente a fracionamento);

e Data ou prazo de validade (consoante o caso);
e Temperatura de armazenamento;

e Nome, composicdo e volume do anticoagulante e ou solugdo aditiva (caso
exista).
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De acordo com a Directiva 2001/83/CE de 6 de Novembro de 2001, é necessario
exercer um controlo de toda a cadeia de distribuicdo dos medicamentos, desde o fabrico
ou importagdo na Comunidade Europeia, até ao fornecimento ao publico. Como tal,
qualquer pessoa que intervenha na distribui¢ao por grosso dos medicamentos, deve ser
titular de uma autorizagdo especifica, dispensando os farmacéuticos e individuos
habilitados a fornecer medicamentos ao publico, sendo necessario que todos eles

mantenham registos de todas as transacdes.

Atualmente, a aquisicdo de produtos derivados do plasma humano por parte dos
servigos ¢ estabelecimentos do Ministério da Saude ¢ feita por concurso em cada
Unidade Local de Satde. O Despacho n.° 28356/2008, de 13 de Outubro, dita que os
juris dos concursos destinados a aquisi¢cao de fator VIII e fator IX da coagulacdo devem
ser médicos especializados em imuno-hemoterapia ou hematologia clinica com a

presenga dos respetivos representantes dos doentes hemofilicos em questao.

Todos os atos de requisicao clinica, distribuicdo aos servigos e administragdo aos
doentes de todos os medicamentos derivados do plasma humano utilizados nos
estabelecimentos de saude publicos ou privados, devem ser registados. Este registo ¢
feito em duas fichas modelo, a “Via Farmdacia” (Anexo 2) e a “Via Servico” (Anexo 3),
as quais sdo fornecidas (mediante requisicdo) e produzidas com niimero de série pela

Imprensa Nacional-Casa da Moeda, S. A. (Despacho n° 1051/2000, 2000).

Para o desenvolvimento de boas praticas de distribuicdo de medicamentos de uso
humano, devera ser nomeado um farmacéutico devidamente habilitado pela Ordem dos
Farmacéuticos, que exerca a sua fun¢do presencialmente no local de distribuicdo. O
pessoal responsavel pelo armazenamento de medicamentos deve ter competéncia e
experiéncia para assegurar que os produtos ou materiais sejam adequadamente
armazenados e manuseados, recebendo uma formacao adequada sob a responsabilidade

do diretor técnico (Portaria n® 348/98, 1998).
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Tabela 1 - Resumo do Enquadramento Legislativo relativamente ao sangue, plasma e seus derivados em

Portugal

Data

15 de junho de 1998

30 de outubro de 2000

6 de novembro de 2001

25 de junho de 2003

30 de agosto de 2006

24 de julho de 2007

12 de outubro de 2008

21 de julho de 2011

29 de dezembro de 2001

23 de Junho de 2015

Documento

Portaria n.° 348/98, do
Ministério da Saude

Despacho conjunto n.°
1051/2000, dos
Ministérios da Defesa
Nacional e da Saude

Diretiva 2001/83/CE, do
Jornal Oficial das
Comunidades Europeias

Diretiva 2003/63/CE, do
Jornal Oficial das
Comunidades Europeias

Decreto-Lei n.° 176/2006
Estatuto do Medicamento

Decreto-Lei n.° 267/2007,
do Ministério da Saude

Despacho n.° 28356/2008,
do Ministério da Saude

Guideline on plasma-
derived medicinal
products, da European
Medicines Agency (EMA)

Decreto-Lei n.° 124/2011,
do Ministério da Saude

Portaria n.° 185/2015, do
Ministério da Satde
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Conteudo

Boas praticas de distribui¢do de medicamentos de
uso humano e medicamentos veterinarios

Registo Distribui¢do e Administragdo e libertagdo
de lotes de medicamentos derivados do plasma

Codigo comunitario relativo aos medicamentos
para uso Humano

Atualizacdo da Diretiva 2001/83/CE

Legislagdo do medicamento, designadamente nas
areas do fabrico, controlo da qualidade, seguranga e
eficacia, introdugdo no mercado e comercializagao
dos medicamentos para uso humano

Qualidade e seguranga do sangue humano e dos
componentes sanguineos, respectivas exigéncias
técnicas, requisitos de rastreabilidade, notificagdo
de reacgoes e incidentes adversos graves, normas €
especificagdes relativas ao sistema de qualidade dos
servigos de sangue

Aquisigdo dos produtos derivados do plasma

Todos os procedimentos para a colheita de material,
fabrico e controlo dos medicamentos derivados do
plasma qualidade

Aprovacdo da Lei Orgéanica com instituicdo do
Plano de Redugéo e Melhoria da Administragdo
Central (PREMAC)

Atualizacdo do Estatuto do Medicamento apos
instituicdo da PREMAC e atribui¢do de novas
fungdes do IPST e DGS anteriormente detidas pela
Autoridade para os Servigos de Sangue e
Transplantacdo (ASST)
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Capitulo 3 — O Sangue e seus Componentes
Neste capitulo iremos debrugar-nos sobre o sangue e seus componentes. Comegaremos

por clarificar o que ¢ o sangue, identificando de seguida os seus constituintes,

terminando com uma explicacao da hemdostase.

3.1 - Sangue

O sangue ¢ um tecido vivo, caracterizado como um liquido vermelho e espesso que se
encontra num compartimento fechado a que chamamos aparelho circulatorio, e, consiste
numa diversidade de células em suspensao num meio liquido, denominado plasma, as
quais se denominam por elementos figurados do sangue (Carneiro & Junqueira, 2008;

Young, Lowe, Steven, & Heath, 2008).

Os componentes do sangue podem ser classificados essencialmente em duas categorias:
as particulas solidas, ou elementos figurados, nos quais se integram os eritrocitos
(globulos vermelhos), leucocitos (globulos brancos) e plaquetas, e a parte liquida
denominada por plasma, onde os elementos figurados se encontram suspensos

(McDougal, 2015).

O sangue ¢ o fluido que contacta com todos os sistemas do corpo humano, caracteristica
esta que se mostra vital quando o sangue tem como fungdo principal a de transporte. E
pelo sangue que os leucdcitos desempenham a sua acdo imunitdria, percorrendo
constantemente o corpo e atravessando tecidos por diapedese para proteger o nosso

organismo de micro-organismos ¢ infecdes (Young et al., 2008).

Sendo o sangue um meio de transporte ¢ também por este que se transporta Oz, COy,
metabolitos, hormonas e outras substancias a todas as células do corpo. O oxigénio liga-
se principalmente a hemoglobina dos eritrocitos, sendo muito mais abundante nos vasos
arteriais do que nos venosos. Por sua vez, o didoxido de carbono ¢ transportado em
solucdo no sangue como CO; ou HCOs', para além de se ligar também a hemoglobina

(Mescher, 2013).

Quando o sangue sai do sistema circulatdrio, seja por extragdo manual e introdu¢do num
tubo de ensaio, ou por lesdo e extravasdo do sangue para a matriz extracelular que
envolve os vasos sanguineos, as proteinas plasmaticas reagem umas com as outras
formando coagulos. Esta reacdo confere ao liquido propriedades biologicas diferentes

das do plasma a que se da o nome de soro (Mescher, 2013).
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Os nutrientes sao distribuidos a partir dos seus locais de absorcao, sendo estes o
estobmago ou o intestino. Os residuos metabodlicos, por sua vez, sdo recolhidos das
células de todo o corpo, transportados pelo sangue e removidos pelos 6érgaos excretores.
A distribuicdo de hormonas no sangue permite a troca de mensageiros quimicos entre
orgaos distantes, de forma a regular o funcionamento dos mesmos. O sangue também
participa na regulacdo da temperatura, manutencao do pH e balango osmotico (Mescher,

2013).

3.2 - Identificacao dos Constituintes do Sangue

3.2.1 - Eritrocitos

A concentragdo normal de eritrocitos no sangue ¢ aproximadamente entre 3.9 - 5.5 e
entre 4.1 - 6.0 milhdes por microlitro nas mulheres e nos homens respetivamente. Os
eritrocitos sdo células diferenciadas em forma de discos biconcavos flexiveis,
anucleadas e preenchidas com a proteina transportadora de oxigénio, a hemoglobina.
Sao também as unicas células sanguineas que, para a realizacdo da sua fun¢do, ndo sio

obrigadas a sair da vasculatura sanguinea (Mescher, 2013).

A forma biconcava oferece uma grande relagdo de superficie-volume, facilitando assim
a troca de gas, enquanto a elasticidade e a flexibilidade conferem a célula a habilidade
de passar mesmo pelos capilares mais estreitos. O citoplasma eritrocitario carece de
todos os organelos de uma célula normal, mas estd densamente preenchido com
hemoglobina, a qual, combinada com Oz ou com CO; resulta em oxihemoglobina ou
carboxihemoglobina respetivamente. A reversibilidade destas combinacdes ¢ a base
para o funcionamento do transporte de gas por parte desta proteina. No entanto, a
combinag¢do de hemoglobina com mondxido de carbono (CO) ¢ irreversivel, diminuindo
assim, o fornecimento de oxigénio ao corpo e podendo ser letal em casos de intoxicacao

(Mescher, 2013).

3.2.2 - Leucocitos

Os leucocitos, ou globulos brancos, fazem parte do nosso sistema imunitdrio e, como
tal, agem com o proposito de protegerem o nosso organismo contra infecdes. A fim de
desempenharem as suas funcdes, os leucocitos deslocam-se para a zona de infeg¢ao
através da quimiotaxia, processo que atrai os leucocitos em dire¢do ao local com maior

concentragdo de agentes quimiotdxicos. Uma vez no local, os leucdcitos tém a
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habilidade de atravessar do sangue para o tecido conjuntivo (diapedese) de forma a

combater a infecdo no local de origem (Young et al., 2008).

A concentragdo de leucécitos num adulto saudavel ronda 4,500-11,000 unidades por
microlitro. O aumento ou reducdo deste nimero no sangue denomina-se por leucocitose
e leucopenia respetivamente. Dependendo do tipo de granulos citoplasmaticos e da
morfologia nuclear, os leucécitos poderdo ser divididos em dois grupos: granuldcitos
(neutréfilos, eosinofilos e basofilos) e agranulocitos (monocitos, linfocitos B e
linfécitos T). Ambos sdo esféricos enquanto suspensos no plasma mas tornam-se
ameboides e dotados de mobilidade ao sair dos vasos sanguineos € ao invadirem os
tecidos adjacentes pelo processo a que damos o nome de diapedese (Mescher, 2013;

Vivas, 2008).

Os granuldcitos possuem multiplos ntcleos unidos por densos filamentos delgados de
cromatina. O numero de nucleos pode variar, razao pela qual também sdo chamados de
polimorfonucleares. O citoplasma destas células contém lisossomas e outros granulos
especificos, cujas caracteristicas diferem entre os diferentes tipos de granulécitos. Os
neutréfilos sdo o tipo de leucocitos mais abundantes. Tém nucleos multilobulados e
polimorficos, com granulos citoplasmaticos contendo multiplos fatores eficientes na
fagocitose — destrui¢do e remog¢do de bactérias. Os eosinofilos t€ém nucleos bilobados e
granulos especificos eficazes na destruicdo de parasitas helmintias e moduladores de
inflamacdo. Os basoéfilos sdo os leucocitos mais raros na circulagdo sanguinea, com
nucleos irregulares bilobados e assemelham-se aos mastocitos com granulos especificos
contendo fatores importantes no combate de alergias e inflamagdes cronicas, incluindo
histamina, heparina, quimiocinas e varias enzimas hidroliticas (Mescher, 2013; Vivas,

2008).

Os agranuldcitos ndo tém granulos especificos no entanto contém lisossomas. O ntcleo
¢ Unico, esférico ou arredondado, mas nao lobulado, justificando o nome alternativo
para esta familia de leucdcitos — mononucleares. Os mondcitos sao agranulocitos de
grande porte com um nucleo distinto em forma de “C” que circulam pelo corpo como
percursores de macrofagos entre outras células do sistema fagocitario mononuclear. Os
linfocitos sdo o tipo de agranuldcitos mais abundante no corpo humano e, embora sejam
morfologicamente semelhantes, dividem-se em duas categorias funcionais: Linfocitos B

e Linfocitos T (Mescher, 2013; Vivas, 2008).
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Todos os leucocitos sao elementos chave na defesa do organismo contra micro-
organismos invasores € na reparacdo de tecidos, especialmente nos tecidos perto da
microvasculatura lesada, inflamagdo ou tecidos infetados. Nestes locais, proteinas
chamadas Citocinas e P-Selectina (proteina de adesdo celular) sdo libertadas. As
citocinas desencadeiam o “loosen up” da jungao celular nas células endoteliais,
enquanto os neutrofilos, e outros leucdcitos contendo p-selectina nas suas superficies
celulares, vao interagir com outras células promovendo o abrandamento do fluxo nas
vénulas. Estes processos sdao fundamentais para promover a diapedese, onde os
leucoécitos se fixam ao endotélio através da expressao de integrina (proteina de adesao) e
mandam extensdes entre as aberturas das células endoteliais (causadas pelas citocinas)

de forma a migrarem para o espago lesado e combaterem a infecdo (Mescher, 2013).

3.2.3 - Plaquetas

As plaquetas, ou trombdcitos, sdo células sanguineas libertadas pelos megacaridcitos da
medula dssea e circulam pelo sangue com um tempo de vida util de aproximadamente
10 dias. Tem como fung¢do principal promover a coagulagdo do sangue através da
formag¢dao de coagulos. A sua contagem normal varia entre os 150 a 400 mil
unidades/uL., embora este nimero represente apenas dois tercos das plaquetas

disponiveis uma vez que o bago sequestra as restantes (Fritsma, 2014; Gale, 2011).

Em condi¢des de necessidades hemostaticas, as plaquetas movem-se a partir do baco
para o sangue periférico, respondendo a estimulos celulares e humorais. Uma lesdo na
parede do vaso sanguineo por exemplo, rompe o colagénio da matriz extracelular, o que
induz as cé€lulas endoteliais danificadas a libertar fator de Von Willebrand (FvW), o
qual vai interagir com as plaquetas tornando-as irregulares. Esta reacdo com as
plaquetas induz a producdo de extensdes pseudoplasmaticas por parte das mesmas, a
que damos o nome de pseudopodia, permitindo a adesdo a estruturas vizinhas ao

agregarem-se entre si (Eales, 2003; Fritsma, 2014).
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3.3 - Hemostase

Hemostase ¢ o processo fisiologico que para hemorragias, formando um tampao
hemostatico no local de lesdo, mantendo o fluxo do sangue normal no resto da
circulacao, ajudando na reparagdo do vaso. O sistema de coagulacdo, proteinas pro e
anticoagulantes, sistema fibrinolitico, plaquetas e endotélio vascular fazem parte dos

processos fundamentais na regulacdo da hemostase (Gale, 2011).

O endotélio nos vasos sanguineos mantém uma superficie anticoagulante conservando o
sangue no seu estado liquido, mas em caso de lesdo, os compostos da matriz
subendotelial ficam expostos ao sangue. Muitos destes compostos ativam os dois
principais processos de hemostase iniciando a formacdo de coagulos sanguineos,
compostos principalmente por plaquetas e fibrina. Este processo inicia-se numa questao

de segundos apo6s lesdo do vaso restringindo-se ao sitio em questdo (Gale, 2011).

Existem dois tipos de hemostase: hemostase primdria, a qual se refere a agregacdo de
plaquetas na formacao do tampao plaquetario, e hemostase secundaria, responsavel pela
formag¢ao da fibrina insoluvel, gerada pela cascada de coagulacdo, refor¢ando e

estabilizando o coagulo (Gale, 2011).

3.3.1 - Hemostase Primaria

O primeiro passo na hemostase primaria ¢ a vasoconstricao, de forma a apertar o vaso
sanguineo, diminuindo a quantidade de sangue que passa no local de lesdo e
consequentemente reduzindo as perdas de sangue. Esta acdo ocorre por estimulagiao dos
nervos simpaticos e por mediadores quimicos na parede do vaso (Jacobs & Towne,

2013).

As células saudaveis do endotélio, secretam Oxido Nitrico (NO), prostaciclina e
endotelina, sendo as duas primeiras vasodilatadoras e a ultima vasoconstritora. Numa
situagdo normal, a vasodilatagdo costuma ser predominante, mas em casos de lesdes o
contrario acontece. A vasoconstricdo ¢ também mediada por outros fatores quimicos tais
como o tromboxano, um potente vasoconstritor, que provém de endotélio lesado e de
plaquetas ativas presentes no trombo através de um conjunto de reagdes da via

metabolica da cascata do acido araquidonico (Jacobs & Towne, 2013).

O segundo processo da hemostase primaria denomina-se por adesdo plaquetaria. Num
endotélio saudavel, a producdao de vasodilatadores (NO e prostaciclinas) impede a

adesdo de plaquetas ao mesmo, no entanto em caso de lesdo, a concentracdo destes
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vasodilatadores diminui e o colagénio subendotelial fica exposto ao sangue, dando o
inicio a adesdo plaquetaria. Isto permite que uma proteina plasmatica libertada pelo
subendotélio lesado, com o nome de Fator von Willebrand, se ligue ao colagénio
exposto na lesdo, sofrendo mudangas conformacionais na sua extremidade de modo a se
poder ligar ao recetor/glicoproteina (GP) Ip das plaquetas. Este processo inicia a
ativacdo das plaquetas, dando inicio ao terceiro passo: ativacdo e desgranulacdo das

plaquetas (Deloughery, 2004; Eales, 2003; Jacobs & Towne, 2013; O’Connell, 2013).

A ativagdo das plaquetas consiste em trés processos principais: a libertagdo dos
granulos, sintese de tromboxano A> e mudanca conformacional. No interior das
plaquetas existem dois tipos de granulos que apds ativagdo libertam o seu conteudo. Os
granulos alfa libertam fibrinogénio, FvW e fator V (FV). O fibrinogénio ¢ responsavel
pela ligacdo interplaquetar ligando-se aos recetores Il Illa, resultando num coégulo.
Este serda mais tarde estabilizado pela formacdo de fibrina através da cascata de
coagulacdo. O FvW ira promover adesdo e ativacao das restantes plaquetas, e o FV sera
utilizado como cofator enzimatico na hemostase secundaria. Os granulos delta, mais
conhecidos por densos, contem adenosina difosfato (ADP) que apds libertacdo liga-se
ao recetor ADP da propria plaqueta, e adjacentes, induzindo a expressao da GP m/ma na
superficie plaquetaria. A expressdo deste recetor, juntamente com o fibrinogénio
libertado pelos granulos alfa, permite a ligagdo entre as plaquetas promovendo
agregagdo. Os granulos densos também libertam célcio ionizado (Ca®") para ser
utilizado nas reacdes da cascata de coagulagdo, e serotonina, desempenhando o papel de

vasoconstritora (Deloughery, 2004; Jacobs & Towne, 2013; O’Connell, 2013).

Outro processo ocorrente na ativacdo plaquetaria ¢ a produgdo de tromboxano Az. As
plaquetas contem no seu interior fosfolipase A», enzima responsavel pela catalisacao de
fosfolipidos, neste caso das membranas plaquetarias, a fim de promover a criagdo de
acido araquidonico. Este ird sofre um conjunto de reacdes envolvendo a ciclooxigenase
(COX) e tromboxano-A sintetase formando o produto final de tromboxano Az, que para
além de ser um potente vasoconstritor, promove a agregacao plaquetaria (Fritsma, 2014;

Jacobs & Towne, 2013).

O terceiro processo na ativacdo plaquetdria é a alteragdo conformacional nas
lipoproteinas da membrana das plaquetas, fazendo com que a superficie das mesmas se
torne esférica. A esta forma adquirida pelas plaquetas ¢ designada por fator plaquetar 3,

que haje como plataforma para a formacdo do complexo de protrombinase e complexo
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de fatores VIII-IXa-X na cascata de coagulacdo, mais a frente referido (Jacobs &

Towne, 2013).

Por ultimo, temos a agregagdo plaquetaria, resultando na ligacao de plaquetas entre si
(em oposicdo a adesdo plaquetiria onde as plaquetas aderem a vasculatura). A
agregacao ocorre pela ativagdo do recetor GP Ilpll.. O fibrinogénio liga-se a este lugar,
juntando as plaquetas e formando o coagulo, parando a hemorragia (Deloughery, 2004;

Gale, 2011; Jacobs & Towne, 2013).

3.3.2 - Hemodstase Secundaria
A hemostase secundaria consiste na formacdo de fibrina, através da cascata de
coagulacdo de forma a estabilizar o codgulo, acontecendo ao mesmo tempo que a

agregacao plaquetaria (Gale, 2011).

A cascata de coagulagdo sanguinea ¢ o sistema responsavel pela producdo de fibrina
através de uma sequéncia de ativagcdes de glicoproteinas que circulam no plasma
livremente, denominadas de fatores de coagulacdo. Estes fatores de coagulagdo
encontram-se em forma de zimogeno ou proenzima, isto ¢, sdo percursores enzimaticos
inativos que necessitam de uma alteragao bioquimica ou ativagdo induzida por outrem
(muitas vezes por parte de outro fator de coagulagdo) para que se tornem numa enzima
ativa. A formagdo de fibrina pode ser iniciada quer por exposi¢do de um vaso lesado ao
sangue (extrinseca) ou por “blood-borne factors” (intrinseca) (Renné, Schmaier, Nickel,

Blombick, & Maas, 2012).

3.3.2.1. Via intrinseca

A via intrinseca de coagulacdo ¢ iniciada pela fase de contacto, a qual integra a agdo
combinada do fator XII (FXII), precalicreina e do cininogénio de alto peso molecular,
que em contacto com superficies carregadas negativamente desencadeiam uma série de
reacdes proteoliticas que resultam na ativag¢do do fator XII (FXIla), que por sua vez, ird
ativar o fator XI (FXI > FXla). O fator XII ¢ tipicamente ativado por ides
negativamente carregados. Para ativar a via intrinseca in vitro, o que se faz € expor o
FXII a vidro ou outro composto rico em silica como caulino ou celite, que sao
carregados negativamente. No entanto, in vivo, existem algumas substincias que podem
ter a mesma acdo. O cininogénio de alto peso molecular, o fosfato inorganico (PO4")
secretado por plaquetas ativas, ou em caso de lesdo, o colagénio subendotelial que ¢

exposto ao sangue, todos estes ativam o FXII. O fator XlIla ativa o FXI convertendo-o
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em FXIa, mas também converte precalicreina em calicreina, que exerce o seu papel no
sistema fibrinolitico (Chiuso, Ferrari, & Santos, 2005; Farahany, 2014; Jacobs &
Towne, 2013; Maas, Oschatz, & Renné¢, 2011).

Os mecanismos exatos envolvidos na ativacdo destes fatores pela fase de contato, ndo
sdo completamente compreendidos na atualidade, no entanto, deficiéncias do FXII,
precalicreina ou cininogénio de alto peso molecular demonstram condigdes
assintomaticas. Estes resultados parecem indicar que a fase de contacto na ativagao da
coagulagdo in vivo, nao ¢ significativa (Gailani & Renné, 2007; Jacobs & Towne,

2013).

A segunda fase da via intrinseca resume-se a ativacao do fator IX (FIX) pelo FXlIa na
presenca de Ca?". FIXa combina posteriormente com os cofatores (FVIIla, fator
plaquetar 3) para converter o FX em FXa. A ativacdo do FIX pode ser feita pelo FXIa
na presenca de i0es de calcio, ou, pelo complexo formado por FT — FVIIa da via
extrinseca. Uma vez formado FIXa, este juntamente com FVIIla (ativado na presenga de
trombina) e Ca?", utilizam o fator plaquetar 3 como plataforma formando um complexo
capaz de ativar o FX. A formacdo do FXa ¢ o ponto de convergéncia final das vias
intrinsecas e extrinsecas (Farahany, 2014; Gailani & Renné, 2007; Jacobs & Towne,
2013). INTRINSIC PATHWAY
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Figura 2 - Representagcdo esquematica da cascata de coagulacdo sanguinea e respetivos fatores de
nyn

coagulacdo, onde as letras romanas representam os fatores de coagulagdo e a jungdo da letra "a
representa a forma ativada dos mesmos (Jacobs & Towne, 2013).
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3.3.2.2. Via Extrinseca

Esta via comeca com o fator tecidual (FT — também denominado por fator III ou
tromboplastina). Este fator ¢ uma molécula transmembranar que se encontra na grande
maioria das superficies celulares exceto nas células sanguineas e endoteliais. Desta
forma, o sangue em condi¢des normais nunca ¢ exposto ao FT. No entanto em caso de
trauma, o sangue que sai do vaso entra em contacto com o subendotélio, o qual ao
expressar FT, promove o inicio da cascata de coagulacao (Deloughery, 2004; Jacobs &

Towne, 2013; O’Connell, 2013).

A partir deste momento segue-se uma pequena cadeia de agdes, na qual o FT liga-se ao
FVII formando um complexo entre os dois e ativando o FVII (FVIIa). Na presenca de
calcio e fosfolipidos membranares, o complexo FT - FVIIa converte FX em FXa, que
vai participar na formagdo do complexo protrombinase, marcando o primeiro passo da

via comum (Deloughery, 2004; Jacobs & Towne, 2013).

3.3.2.3. Via Comum

Como ¢ possivel ver na Figura 2, a formagao de trombina ¢ feita através da clivagem de
protrombina em trombina por acdo combinada do fator Xa, fator Va e célcio numa
plataforma fosfolipidica formando o complexo protrombinase. Esta plataforma
fosfolipidica ¢ normalmente fornecida por plaquetas ativas na forma de fator plaquetar
3, mas podem ser dadas pelo tecido lesado, endotélio ou leucocitos, localizando assim
este processo no local de lesdo. Uma vez formada a trombina, esta ird participar em 4
processos. Os dois primeiros resumem-se a ativacao dos fatores de coagulacao V e VIII
de forma a potenciar uma maior formacao de trombina por feedback positivo. Os dois
ultimos traduzem-se na ativagdo do fator XIII (FXIII) e na conversdo de fibrinogénio
em mondémeros de fibrina soliveis. Uma vez ativo, o FXIIla converte os monémeros de
fibrina soltiveis em mondmeros de fibrina insoluveis, criando ligagdes crusadas
(“crosslink”) entre eles de forma a criar uma rede, estabilizando o tampao plaquetario

formado na hemostase primaria (Farahany, 2014; Jacobs & Towne, 2013).
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Capitulo 4 — Plasma Humano e seus Derivados

4.1 - O Plasma

O Plasma é um liquido tecidular sendo o maior componente do sangue (55%). E
constituido principalmente por dgua (92%), agindo como solvente a pH 7.4, e contém
substancias de diversos pesos moleculares que perfazem 7% do seu volume. Os
componentes dissolvidos sdo maioritariamente proteinas plasmaticas, mas também se
incluem nutrientes, gases respiratorios, hormonas e ides inorganicos aos quais damos o

nome de eletrolitos (Mescher, 2013).

Quanto as proteinas plasmaticas, destacam-se a albumina, por ser a proteina mais
abundante no plasma e ter como funcdo principal a regulagdo da pressdo osmética do
sangue; as imunoglobulinas G com papel ativo no sistema imunitario; fibrinogénio e
fatores de coagulacdo que desempenham um papel crucial na hemostase. Uma vez
recolhido pelo processo de doagdo, o plasma humano pode ser usado em transfusdes
como um produto terapéutico conhecido como plasma fresco congelado, ou, como
material de fonte para a producdo de produtos farmacéuticos fracionados, também

chamados de derivados de plasma (Burnouf, 2007; Mescher, 2013; Shaz et al., 2013).

4.2 - Identificacdo dos Derivados do Plasma

4.2.1 - Albumina

A albumina ¢ uma proteina plasmatica, que representa mais de metade das proteinas
totais presentes no soro (3,5-5 g/L), e tem um tempo de semi-vida médio de 18 a 21
dias. E sintetizada exclusivamente pelo figado, a uma taxa de 150 a 250 mg/kg/dia em
individuos saudaveis, resultando na producdo de 10 a 18 g de albumina didria num
individuo de 70 kg. Em condi¢des fisioldgicas normais, apenas 20 a 30% dos
hepatdcitos estdo envolvidos na produgdo diaria de albumina, havendo portanto, uma
grande reserva funcional por parte do figado, de modo a aumentar a sintese desta
proteina por 3 a 4 vezes, se necessario (Bernardi, Maggioli, & Zaccherini, 2012; Falcao

& Japiassu, 2011; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet, Wernerman, Roca, et al.,

2014).

A principal fun¢do da albumina ¢ a regulagdo da pressdo oncotica, uma forma de
pressdao osmotica mas exercida apenas por proteinas. Aproximadamente 30 a 40% do

conjunto total de albumina corporal encontra-se no compartimento intravascular,

33



Plasma humano: componentes e derivados (conservagdo e utilizagdo terapéutica em ambiente hospitalar)

enquanto mais de metade se encontra no compartimento extravascular, localizando-se
nos espacgos intersticiais nomeadamente musculo e pele (Bernardi et al., 2012; Busher,

1990; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet, Wernerman, Roca, et al., 2014).

Para perceber a importancia deste facto ¢ necessario rever o conceito de pressdo
osmotica, onde a agua flui para os locais de maior osmolaridade, ou locais com maior
concentragdo de solutos e proteinas. Como a albumina dificilmente atravessa a maioria
dos capilares, esta permanece na corrente sanguinea, sendo responsavel por cerca de 70
a 80% da pressdo oncotica no plasma, evitando assim a perda de 4gua para os espacos
intersticiais. Na cirrose, por exemplo, o figado encontra-se lesado e os hepatdcitos
deixam de produzir a quantidade de albumina necessaria para a manutengdo da pressao
oncoética. Isto leva a uma menor concentracdo de albumina nos vasos sanguineos e,
consequentemente, a uma fuga da dgua para os espagos intersticiais criando ascite, uma
manifestagdo patoldgica caracterizada pela acumulacdo de liquidos na cavidade
peritoneal. Sem esta propriedade osmotica, o sangue seria incapaz de reabsorver o
fluido tecidular para as extremidades venosas dos capilares (Bernardi et al., 2012;
Kasper et al.,, 2015; Mescher, 2013; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet,

Wernerman, Roca, et al., 2014).

Para além do balango da pressdo oncotica, a albumina apresenta fungdes como a de
ligagdo, transporte e metabolismo de vdrias substincias (por exemplo, ides, drogas e
hormonas) no sangue, propriedades antioxidantes, modula¢do de oOxido nitrico e
manuten¢do da integridade vascular mas a sua importancia na satde e na doenca sdo
menos documentadas (Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet, Wernerman, Roca, et

al., 2014; Yang, Zhang, & Liang, 2014).

A albumina é a proteina em maior quantidade no plasma, no entanto tem outra
propriedade que refor¢a a sua posicdo como proteina reguladora da pressdo oncdtica.
Ela tem uma carga negativa que atrai e retém catides no compartimento vascular,
especialmente Na'. Este € o chamado efeito Gibbs-Donnan. A albumina liga-se também
um numero menor de ides Cl', que aumenta a sua carga negativa e a sua capacidade de
reter ides Na’ no interior dos capilares. Esta for¢a osmoética aumentada faz com que a
pressdo osmotica seja 50% maior, do que seria por concentragdo proteica normal

sozinha (Busher, 1990).
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Relativamente as propriedades antioxidantes, estas estdo relacionadas com a habilidade
de a albumina se ligar a substincias como o ferro, o cobre, o crémio e o niquel,
reduzindo a disponibilidade destes compostos para reagdes pro-oxidantes. Estas
ligagdes estao relacionadas com um grupo tiol exposto no residuo de cisteina livre da
albumina, que actua como um eliminador ou sequestrador de radicais livres. Este grupo
tiol da albumina ¢ também capaz de interagir com espécies reativas de oxigénio e de
azoto, incluindo o 6xido nitrico, um mediador vasodilatador chave em muitas doencas
como a sepsis, mediando assim uma acao anti-inflamatoria (Falcao & Japiasst, 2011;

Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet, Wernerman, Roca, et al., 2014).

Em adicdo a estas ligagdes, a albumina também transporta multiplas substancias.
Ulldemolins e colegas, em 2011, relataram que a ligacdo de albumina a antibacterianos,
incluindo ceftriaxona, ertapenem, teicoplanina e aztreonam, era diminuida em pacientes
com hipoalbuminémia, com valores anormalmente aumentados no volume de
distribuicdo e “clearance” dos farmacos. Podendo-se afirmar assim, que alteragdes nas
concentracdoes ou estrutura da albumina ndo s6 destabilizam a hemostase como o
metabolismo, transporte e eficacia de certos farmacos (Ulldemolins, Roberts, Rello,
Paterson, & Lipman, 2012; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet, Wernerman, Roca,

et al., 2014; Yang et al., 2014).

A nivel medicinal, as solu¢des de albumina sérica humana sdo obtidas através do
fracionamento de “pools” de plasma. As medidas atuais no processamento e criagdao de
medicamentos derivados do sangue ou plasma humano envolvem: a sele¢do de dadores;
o controlo individual de cada dadiva assim como dos “pools” de plasma com
marcadores especificos de infecdo; e a realizacdo de métodos de inativacdo e remogao
viral, no processo de fabrico dos mesmos. A OMS afirma que ndo existe risco de
transmissao de infecdes virais se estes medicamentos forem corretamente fabricados, no
entanto, tendo em conta a possibilidade de ocorrer um erro e do produto ser de origem
humana, por muito controlo que seja feito, ndo se pode excluir na totalidade o risco de
transmissdo de doencas infeciosas. Podendo ser por um virus ou um outro agente
patogénico de natureza desconhecida (Infarmed, 2014c; World Health Organization,

2002).

Atualmente ja existe producdo de albumina recombinante. Nos ensaios clinicos
conduzidos no japao, Kobayashi conclui que a albumina recombinante era virtualmente

idéntica a albumina derivada do plasma humano. Em adi¢do, traz grandes beneficios
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visto que elimina ou reduz o potencial de transmitir agentes infeciosos. Um dos
problemas que a industria encontra ¢ conjugar a produ¢do em larga escala, de uma

molécula estruturalmente complexa a um prego unitario acessivel (Kobayashi, 2006).

Em Portugal sdo comercializadas preparagdes de albumina séricas humanas a 5%
(50mg/ml) e a 20% (200mg/ml), existindo também de 25% (250mg/ml). Estas
preparagdes ndo podem ser diluidas com agua para injetaveis uma vez que pode ocorrer

hemolise (Infarmed, 2015a; World Health Organization, 2002).

De acordo com a OMS, a albumina esta indicada no tratamento de edemas diurético-
resistentes em pacientes com hipoproteinémia, como no caso de sindrome nefrético e
ascite, especialmente no caso de ser necessario uma paracentese de grande volume.
Embora a albumina, nomeadamente a 5%, seja utilizada por profissionais de saude em
situacdes como a de reposi¢cdo de volumes, queimaduras e hipoalbuminémia, ndo ha
nenhuma evidéncia de que a eficicia desta seja superior aos cristaloides ou restantes
coloides na substituicdo de volume plasmdtico aguda. Para além disso, a albumina ¢é
mais dispendiosa do que todos os outros fluidos de ressuscitacdao, determinando assim a
necessidade de justificacdo para o seu uso (Infarmed, n.d.; Vincent, Russell, Jacob,

Martin, Guidet, Wernerman, Ferrer, et al., 2014; World Health Organization, 2002).

No entanto estudos mais recentes como o de Bernardi et al., dizem que a capacidade da
albumina em expandir o volume sanguineo central na cirrose ¢ superior a varios outros
expansores. O uso combinado de vasoconstritores com albumina provou-se ser eficaz na
reversdo do sindrome hepatorrenal. Vincent et al. referem que administracdo de
albumina deve ser considerada em pacientes com cirrose e peritonite bacteriana
espontanea e, em pacientes de choque hipovolémico com sindrome da angustia
respiratdria aguda. Outras situacdes como grandes queimados, e situagdes poOs-
operatdrias de transplante de figado com albumina sérica inferior a 2,5%, também sao
recomendadas a utilizagdo imediata de albumina (Bernardi et al., 2012; Falcao &
Japiassu, 2011; Kasper et al., 2015; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet,

Wernerman, Roca, et al., 2014)

O uso de albumina como fluido de ressuscitacdo em pacientes criticos com traumatismo
craniano grave, ¢ altamente desaconselhado visto haver uma maior taxa de mortalidade
associada que na utilizacdo de solugdes salinas. E também contraindicado o uso de

albumina em nutri¢des parentéricas devido a sua concentragdo insuficiente de
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aminoacidos essenciais e alto custo monetario (Kasper et al., 2015; Liberati, Moja,
Moschetti, Gensini, & Gusinu, 2006; Vincent, Russell, Jacob, Martin, Guidet,

Wernerman, Roca, et al., 2014).

A administracdo de albumina pode levar ao aparecimento de efeitos adversos numa
larga gama de sistemas de Orgdos, sejam eles do foro imunitario, respiratorio,
gastrointestinal, cardiopatias, como também vasculopatias e perturbacdes gerais e
alteracdes no local de administragdo. Estes efeitos manifestam-se sobre a forma de
reacOes anafilaticas e hipersensibilidade, dispneia, nduseas, taquicardia, hipotensdo e

febre e arrepios (Infarmed, 2014c).

A sobredosagem pode originar hipervolémia, na qual a perfusdo terda de ser
imediatamente interrompida. Sinais de sobrecarga cardiovascular podem ser descritos
por cefaleias, dispneia e congestdo da veia jugular, assim como o aumento da pressao

sanguinea, pressdao venosa central e edema pulmonar (Infarmed, 2014c).

O transporte e a conservacao de albumina deve ser feito ao abrigo da luz a temperaturas
inferiores a 25°C, com cuidado para nao congelar o produto. Se estes requisitos forem
correspondidos, o prazo de validade dos injetaveis serd de 3 anos. Existem no entanto,
alguns produtos que devem ser armazenados entre 2 a 8°C com um prazo de validade

variavel entre 3 a 5 anos, quando mantidos nestas condigdes (Infarmed, 2014c, 2015a).
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4.2.2 - Fatores de Coagulacio

4.2.2.1. Fator 1

O Fator I (FI) ou fibrinogénio ¢ uma glicoproteina plasmatica produzida no
figado, a terceira mais abundante no plasma, com uma concentragdo plasmatica que
varia entre os 150 a 400 mg/dL, aumentando com a idade do individuo, € um tempo de
semi-vida de 4 a 6 dias (Bertolini, Goss, & Curling, 2013; Lupin, Amesse, Aubin,
Baillargeon, & Lacroix, 2004; Monroe, Hoffman, & Roberts, 2010).

O fibrinogénio ¢ constituido por 6 cadeias polipeptidicas agrupadas em trés
pares (a, B e y) ligadas entre si por pontes dissulfeto. O terminal carboxilo de cada
cadeia a, B e vy, serve como unidade de reconhecimento molecular, essencial em
interagdes proteina — proteina. Enquanto no terminal —N da cadeia o e 3, existe uma
pequena sequéncia de péptidos a que chamamos fibrinopeptideos A e B respetivamente,
sendo estes responsaveis por prevenirem a formacao de polimeros de fibrinogénio entre
si. O fibrinogénio quando hidrolisado pela trombina perde estes fibrinopeptideos,
transformando-se em fibrina a qual se vai polimerizar em forma de rede, capaz de reter
eritrocitos, plaquetas e entre outros, formando o coagulo que vai ser estabilizado mais
tarde pelo Fator XIII (Bertolini et al., 2013; Forsberg & Martin, 1991; Lupin et al.,
2004; Saldanha, 1996; Stoller, Michota, & Mandell, 2009; Turgeon, 2010).

O gene que codifica o FI localiza-se no cromossoma autossomico 4, o qual pode
apresentar certas mutacdes levando ao desenvolvimento de deficiéncias de fibrinogénio.
Estas deficiéncias podem-se manifestar como disfibrinogenemia (qualitativa),
afibrinogenemia e hipofibrinogenemia (quantitativa). As deficiéncias quantitativas sao
designadas de tipo I e sdo herdadas por transmissdo de genes autossomicos recessivos,
enquanto as de qualitativas sdo tipo II e sdo geralmente autossoOmicas dominantes.
Todas elas potenciam episédios hemorrdgicos, que embora precoces, serdo na
generalidade pods-traumaticos (Lupin et al., 2004; Saldanha, 1996; Vorjohann et al.,
2013).
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4.2.2.2. Fator 11

O fator II (FII) ou protrombina ¢ uma glicoproteina produzida no figado
dependente da vitamina K para a sua sintese, com um tempo de semi-vida aproximado
de 65 horas e uma concentracdo plasmatica de 10 a 15 mg/dl. Na presen¢a de calcio
ionizado, a protrombina é convertida em trombina pela ac¢do enzimatica do complexo

de protrombinase (Hoffbrand & Moss, 2012; O’Connell, 2013; Turgeon, 2010).

4.2.2.3. Fator Ila

A trombina, forma ativa da protrombina, ¢ uma enzima que esta presente na via
comum da cascata de coagulacdo. A geracdao de trombina in vivo, ¢ uma rede complexa
de amplificagdo e “feedback™ negativo dos ciclos (feito através da libertagdo de proteina
C) para garantir uma producdo localizada e limitada da mesma. Esta para além da sua
funcao principal na formacao de fibrina, também gera multiplos efeitos sobre plaquetas,
endotélio e vias de anticoagulacdo (Hoftbrand & Moss, 2012; Jacobs & Towne, 2013;
Turgeon, 2010).

4.2.2.4. Fator 111

O Fator III (FIII) ou tromboplastina tecidual € o termo dado a toda a substancia
ndo plasmatica contendo complexos lipoproteicos de origem tecidular. Estes podem
originar do cérebro, pulmdes, rins, figado e nos grandes vasos a nivel subendotelial. E
um fator tecidular (FT) que em caso de lesdo vascular ¢ libertado para o plasma, onde
actua directamente no sistema de coagulagdo (Hoffbrand & Moss, 2012; Turgeon,

2010).

4.2.2.5. Fator IV

O fator IV (FIV), ou célcio ionizado (Ca*"), é a forma fisiologicamente ativa do
calcio no corpo humano. Apenas pequenas quantidades sdo necessarias para ocorrer
coagulacdo, no entanto ndo deixa de ser essencial a sua presenca na ativacdo de
multiplos fatores de coagulacao. Na presenca de anticoagulantes, como o EDTA, citrato
ou fluoreto de sédio, o célcio ionizado ¢ bloqueado por quelagdo paralizando a cascata
de coagulacdo. Aplicagdo especialmente util para exames hematologicos de forma a

preservar os componentes celulares do sangue (Pimenta, 2011; Turgeon, 2010).
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4.2.2.6. Fator V

O Fator V (FV) ou proacelerina ¢ uma proteina globular termolébil sintetizada no
figado, com um tempo de semi-vida de 16 horas. O FV ¢ consumido na sua totalidade
no processo de coagulacdo. A sua fungdo principal € agir como cofator no complexo de
protrombinase ajudando na formagdo da trombina (Jacobs & Towne, 2013; Turgeon,

2010).

4.2.2.7. Fator VII

O Fator VII (FVII), ou proconvertina, ¢ uma glicoproteina produzida no figado e ¢
vitamina K — dependente. A concentra¢ao plasmatica de FVII ¢ de 2 mg/dl com um

tempo de semi-vida de 4 a 6 horas (Hoffbrand & Moss, 2012).

Apenas cerca de 2% de todo o FVII circulante se encontra na forma ativa, mas so
quando se liga ao fator tecidular ¢ que expressa atividade proteolitica. A sua funcdo ¢ a
ativacdo do FT e complexar-se com o mesmo, ativando posteriormente o FIX e FX

(Hoffbrand & Moss, 2012).

O gene que codifica o FVII encontra-se no cromossoma 13 (13q34). A reducao da sua
concentracdo plasmatica ¢ manifestada através de uma rara doenca hereditaria
autossOmica recessiva que atinge 1 em cada 300 a 500 mil pessoas. A frequéncia desta
doenca ¢ significativamente mais alta em zonas onde o casamento consanguineo ¢

praticado (Perry, 2002).

4.2.2.8. Fator VIII

O fator VIII (FVIII) ¢ uma glicoproteina essencial na via de coagulagdo intrinseca,
estabelecido atualmente como sendo o cofator do FIX ativado no complexo de ativagao
do FX da via intrinseca da coagulagdo. O seu gene estd situado no cromossoma X e este
¢ sintetizado no figado e nas células endoteliais, tendo um tempo de semi-vida
aproximado de 10 horas. O FVIII circula como um complexo firmemente ligado ndo
covalentemente, ao fator de von Willebrand, sendo o FVII/FvW um dos maiores
complexos proteicos existentes (Bertolini et al., 2013; Lenting, van Mourik, & Mertens,

1998).

Este fator ¢ um reagente de fase aguda, consumido durante o processo de coagulacdo e
nao ¢ encontrada no soro. O fator VIII ¢ extremamente 14abil, com uma perda de 50% no

prazo de 12 horas a 4 ° C in vitro e uma perda semelhante de 50% in vivo, dentro de 8 a
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12 horas apds a transfusdo. Quando produzido e secretado pelos hepatocitos. O FVIII
requer uma ligagdo imediata com o FvW, que haje como estabilizador da estrutura
heterodindmica do FVIIL. A relevancia fisiolégica da formag¢do do complexo ¢
particularmente evidente em pacientes com doenca de von Willebrand, cuja falta ou
deformacao do FvW, manifesta no paciente ndo s6é uma deficiéncia secundaria de fator
VIII, mas também um tempo de semi-vida consideravelmente reduzido do FVIII,
quando administrado por via intravenosa (Bertolini et al., 2013; Lenting et al., 1998;

Miao et al., 2004; Turgeon, 2010).

Deficiéncias quantitativas ou qualitativas do FVIII resultam em disturbios hemorragicos
hereditarios — Hemofilia A, e por esse motivo, o FVIII é também designado como Fator
Anti-Hemofilico. A hemofilia A pode ter origem adquirida ou congénita, pelo que ¢
uma doenga hemorragica hereditaria recessiva ligada ao cromossoma X (localizagdo do
gene do FVIII) que representa cerca de 80% da populagdo hemofilica, afetando 1 em
cada 5000 homens. A classificacdo de hemofilia A varia conforme o nivel de antigénio
(FVIII:Ag) e/ou atividade coagulante (FVIII:C), sendo os niveis normais considerados
de 1 Ul/ml e 100%, respetivamente. De acordo com a International Society of
Thrombosis, a hemofilia A ¢ considerada como grave, moderada e leve, sendo os niveis
padrdo de cada classificagdo < 0,01UI/ml ou < 1%, 0,01-0,05U/ml ou 1-5%, ¢ > 0,05 a
< 0,40IU/ml ou > 5% a < 40%, respetivamente (Coppola, 2010; Konkle, Josephson, &
Fletcher, 2014; Ministério da Saude (Brasil), 2009; Turgeon, 2010).

Em pacientes mais graves, as primeiras hemorragias ocorrem antes do segundo ano de
vida, sendo que as manifestagdes caracteristicas desta doenga se ddo pela forma de
hematomas e hemartroses, podendo também ocorrer hemattria, epistaxe, hematémese e
sangramentos internos a nivel da cavidade abdominal, toracica, retroperitoneal e
intracraniana. A longo prazo, a repeticdo destas patologias, nomeadamente as
hemartroses, tem como consequéncia o desenvolvimento de sequelas motoras,

contraturas e deficiéncias fisicas em geral (Coppola, 2010; Konkle et al., 2014).

O diagnostico laboratorial da hemofilia € feito com o Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativado (TTPA) para a determinacdo de FVIIL:C (ou FIX no caso de hemofilia B) e
pesquisa e quantifica¢do de inibidores pelo teste Bethesda (Ministério da Saude (Brasil),

2010).
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A hemofilia ndo tem cura e a base do seu tratamento consiste na infusdo de
concentrados do fator deficiente, seja de origem plasmatica ou recombinante. Uma
complicacdo decorrente, ¢ a mais temida no tratamento de hemofilia, ¢ o
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes da fungdo coagulante dos fatores
infundidos, mais geralmente conhecidos por inibidores. Este acontecimento dificulta a
inducdo de hemostasia terapéutica, ¢ deve-se fazer um doseamento dos mesmos, para
que uma melhor aplicacdo terap€utica possa ser feita, seja por inducdo de tolerancia

imunologica (ITI) ou “agentes bypass” (Chaves & Rodrigues, 2008).

4.2.2.9. Fator Von Willebrand

O FvW ¢ uma glicoproteina plasmatica, codificada por um gene no cromossoma 12,
com um tempo de semi-vida aproximado de 12 horas. E sintetizado principalmente no
endotélio vascular, sendo posteriormente armazenado nos corpos de Weibel-Palade.
Estes podem liberta-lo quando induzidos por stresse ou farmacos como a
desmopressina. O outro tipo de célula produtora deste fator ¢ o megacaridcito na medula
ossea, sintetizando cerca de 15 % de todo o FvW circulante, armazenando o FvW nos

granulos alfa das plaquetas (Hoftbrand & Moss, 2012; NHLBI, 2007; Turgeon, 2010).

Este fator desempenha dois grandes papéis na hemostase: primeiro como molécula de
adesdo principal, promove a adesdo das plaquetas ao subendotélio exposto, com sitios
de ligagdo para o FVIII, GP p, glicosaminoglicanos, heparina e colagénio; segundo,
como proteina transportadora do fator VIII, protege o FVIII da degradagdo proteolitica
no plasma, resultando num prolongamento significativo do seu tempo de semi-vida na
circulagdo e, assim contribuindo indiretamente para o processo de coagulacdo (Bertolini

et al., 2013; Hoffbrand & Moss, 2012; Kasper et al., 2015; Turgeon, 2010).

A doenga de von Willebrand (DvW) ¢ uma doenga hereditaria autossémica dominante,
com mutagdo no cromossoma 12, que se define por defeitos na concentragdo ou
estrutura e funcio do FvW. E conhecida por ser um dos disturbios hemorragicos
hereditarios mais comuns no ser humano. Embora a incidéncia exata seja dificil de
determinar uma vez que as formas mais leves da doenca muitas vezes ndo sdo
clinicamente reconhecidas, diferentes estudos estimaram ter uma prevaléncia de 0,1 a

1% na populagdo geral (Bertolini et al., 2013; Kasper et al., 2015; Turgeon, 2010).
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A doenga de von Willebrand ¢ classificada em trés tipos principais, sendo a sua
classificagdo e propriedades de cada tipo demonstradas nas Tabelas 2 e 3. O tipo 1, o
mais comum representando cerca de 80% dos casos, descreve-se por uma redugdo dos
niveis proteicos de FvW e, consequentemente, na atividade de FvW e FVIIL. Os
pacientes do tipo 2 caracterizam-se por deficiéncias funcionais do FvW, dividindo-se
em 4 subcategorias: 2A, 2B e 2M com atividade diminuida na ligagdo a plaquetas e ao
colagénio por parte do FvW, e 2N afetando a ligacdo ao FVIIL. A doenga de von
Willebrand tipo 3, ou severa, descreve pacientes com auséncia praticamente completa
de FvW e niveis de FVIII <10%, os quais apresentam maior pré-disponibilidade em
desenvolver inibidores na terapia de reposicdo de FvW. Além disso, devido a grave
caréncia de FVIII, hematomas, hemartroses ¢ outros tipos de hemorragias profundas,
tém maior probabilidade de ocorrer (Bertolini et al., 2013; Kasper et al., 2015; NHLBI,

2007; Turgeon, 2010).
Tabela 2 - Classificagdo da doenga de von Willebrand (traduzido e adaptado de NHLBI, 2007)

Tipo Descricio
1 Deficiéncia quantitativa parcial de FvW
2 Deficiéncia qualitativa de FvW
2A Diminuiggo da adesdo plaquetar FvW-dependente, com deficiéncia seletiva dos multimeros de

alto peso molecular

2B Afinidade aumentada para as plaquetas GPIB

2M  Diminuigdo da adesdo de plaquetar FvW-dependente, sem deficiéncia seletiva dos multimeros de
alto peso molecular

2N Diminuigdo acentuada da afinidade de ligagao para o FVIII

3 Deficiéncia quantitativa praticamente completa de FvW

Tabela 3 - Heranga, prevaléncia e propensdo de sangramento em pacientes com DvW (traduzido e
adaptado de NHLBI, 2007)
Propenséo ao

Tipo Heranga Prevaléncia Sangramento
Tipo 1 Autossémica Dominante Até 1% Ligeira a moderada
3 Autossdémica Dominante Variavel:
Tipo 2A . Incomum
(ou Recessiva) normalmente moderada
. . Variavel:
Tipo 2B Autossomica Dominante Incomum
normalmente moderada
. Autossdmica Dominante Variavel:
Tipo 2M . Incomum
(ou Recessiva) normalmente moderada
. . Variavel:
Tipo 2N Autossomica Recessiva Incomum
normalmente moderada
Tipo 3 o . Raro (de 1:250,000 a Acentuado
AutossOmica Recessiva
(severo) 1:1,000,000) (sangramento severo)
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Os pacientes afetados com a doenca de von Willebrand sofrem facilmente de
hemorragias mucocutdneas como equimoses, epistaxe, hemorragias gengivais
(especialmente em procedimentos cirurgicos) e nas mulheres, menorragia. A
hemorragia da mucosa apos extracdo dentaria ¢ o tipo de hemorragia pos-operatoria
mais frequente, e no tipo 3, ¢ frequente o aparecimento de hemorragias gastrointestinais
e hemartroses. No entanto em casos mais grave, com caréncia de FVIIL, podem-se
apresentar hemorragias internas como hemartroses, hematomas intramusculares e
manifestagdes semelhantes a hemofilia. Um dos ensaios usados como diagndstico ¢ a
atividade do cofator da ristocetina (FvW:CofR), uma vez que ajuda na diferenciagao
entre a DVW e a hemofilia A. Este exame avalia a fun¢do da interacdo do antigeno do
FvW com as plaquetas, permitindo que este induza a aglutinagdo plaquetdria na
presenca do antibiotico ristocetina. Em termos de resultados, apresentam-se diminuidos,
em quase todos os casos da DvW enquanto se mostram normais na hemofilia A.

(Bertolini et al., 2013; Jodo, 2001; Kasper et al., 2015; NHLBI, 2007).

A base do tratamento na preven¢do ou controlo de hemorragias em pacientes com DvW
segue-se em tres abordagens. A primeira ¢ aumentar os niveis de FvW plasmaticos,
utilizando desmopressina, estimulando a libertagdo de FvW por parte das células
endoteliais. Esta ¢ a teraplutica ideal para paciente com DvW tipo 1. A segunda
abordagem € a terapia de reposicdo através da utilizagdo de concentrados de FvW
humano previamente tratados e inativados viralmente para repor os niveis de FvW.
Podem ser utilizados medicamentos de concentrados plasmaticos ou crioprecipitados,
embora se tente evitar o ultimo devido a possibilidade de acarretar riscos de infegao
viral. Em paciente com DvW tipo2, esta terapéutica costuma dar melhores respostas. A
terceira estratégia emprega agentes que promovem a hemdstase e a cicatrizacdo de
feridas, mas que ndo alterem substancialmente a concentracdo plasmatica de FvW,
como o uso de antifibrinoliticos e agentes topicos. As trés opgdes de tratamento ndo sdao
mutuamente exclusivas, ou seja, os pacientes podem receber qualquer uma ou todas as
trés classes de agentes ao mesmo tempo. Por exemplo, em paciente com DvW tipo 3 ¢
comum conjugar um concentrado ou crioprecipitado com desmopressina. A adequagao
da escolha terapéutica depende do tipo e gravidade da DvW, e da natureza da
hemorragia real ou potencial. A utilizagdo de fator von Willebrand recombinante
encontra-se agora na fase Il de ensaios clinicos, podendo ser uma opg¢ao terapéutica no

futuro. Contracetivos orais, como o estrogénio, podem ser utilizados para controlar a
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menorragia, no caso das mulheres. Pessoas com DvW devem evitar aspirinas, AINEs e
outros farmacos que interfiram com a fun¢ao plaquetar (Jodo, 2001; Kasper et al., 2015;

NHLBI, 2007).

De momento em Portugal sdo comercializados dois medicamentos com a combinagdo
de FVIII e FvW, sendo estes o Wilate da Octapharma e, o Haemate P da CSL Behring.
Estes concentrados apresentam-se sob a forma de pé liofilizado a ser dissolvido no
respetivo solvente de forma a ser administrado como injetavel. A utilizacao destes
medicamentos estd indicada na profilaxia e tratamento de hemorragias, incluindo as
cirargicas, provocadas pela falta de FvW quando o uso de desmopressina por si s6 ¢é
ineficaz ou contraindicado, assim como no tratamento de hemofilia A (Infarmed, 201 1a,

2011b).

As reagdes adversas sdo raras mas incluem alergia e reacdes anafilaticas como urticéaria,
aperto de peito, prurido e edema. Caso tais sintomas aparecam, a infusdo deve ser
parada e o paciente deve ser assistido. Estes produtos devem ser utilizados com cuidado
em pacientes com fatores de risco a trombose, € monitorizar os niveis de FVIIL, visto
terem sido reportados casos de tromboembolismo venoso associados a altas

concentragdes de FVIII (CSL Behring, 2014; Infarmed, 2011a, 2011b; NHLBI, 2007).

O cofator de Ristocetina (FvW:CofR) avalia os niveis de interacdo entre o FvW do
paciente e plaquetas normais. Em termos de posologia, a administracao de 1 Ul’kg de
FvW:CofR/kg consegue aumentar os niveis plasmaticos de FvW:CofR em 0,02 Ul/ml
(2%). Para se atingir uma hemostase estavel devem ser alcangados niveis superiores a
0,6 Ul/ml (60%) de FvW:CofR e niveis superiores a 0,4 Ul/ml (40%) de FVIII:C. Para
tal, recomenda-se 40 a 80 UI de FvW:CofR/kg e 20-40 UI de FVIII:C/kg (CSL Behring,
2014; Infarmed, 2011a, 2011b; NHLBI, 2007).

Como condi¢des de armazenamento e transportes, estes medicamentos necessitam de
estar ao abrigo da luz, a uma temperatura de 2 a 8°C sem serem congelados. Em tais
condi¢des o prazo de validade atinge os 3 anos, sendo reduzido para 2 meses se 0s
produtos forem armazenados a temperaturas até 25°C. Apds reconstituicdo do produto
em condigdes de assepsia e, a uma temperatura de 25 °C, este deve ser administrado

num periodo de 24 horas ou descartado no final das mesmas (Infarmed, 2011a, 2011Db).
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4.2.2.10. Fator IX

O fator IX (FIX) de coagulacao humana ¢ uma proteina, vitamina K dependente, muito
estavel, que ndao ¢ nem consumida durante a coagulagdo nem destruida por
envelhecimento quando conservada a 4°C durante 2 semanas. E codificada por um gene
no cromossoma X, sintetizada no figado e libertada para a circulagdo na sua forma
inativa. Apresenta niveis plasmaticos entre os 3 a 5 mg/L com um tempo de semi-vida

de 24 horas (Bertolini et al., 2013; Hoftbrand & Moss, 2012; Kasper et al., 2015).

O fator IX ¢ ativado tanto pela via extrinseca como intrinseca. Na primeira, pela a¢do
conjunta do fator tecidual com o FVIla, enquanto na segunda por FXIa. Por sua vez,
FIXa ativa FVIII, e os dois juntamente com Ca*", agem como cofatores numa superficie
fosfolipidea (normalmente nas plaquetas — fator plaquetar 3) para ativar o fator X e
posteriormente formarem trombina com o auxilio do FVa (Gailani & Renné, 2007;

Jacobs & Towne, 2013).

A hemofilia B é um distirbio hemorragico hereditario autossémico recessivo, causado
pela deficiéncia ou auséncia do fator de coagulagdo IX. E clinicamente indistinguivel da
hemofilia A, podendo apenas ser diferenciada por testes laboratoriais, sendo também
conhecida por doenca de Christmas em nome do primeiro paciente descrito com esta
doenca. Tal como e hemofilia A, apresenta como sintomas a facilidade de desenvolver
hematomas durante a infincia, hemorragias excessivas apds trauma ou cirurgia,
particularmente nas articulacdes, musculos e tecidos moles. A classificacio da
Hemofilia B grave, apresenta valores de FIX:Ag menores ou iguais a 1 Ul/dl, na
moderada entre 1 a 5 Ul/dl e na leve entre 5 a 30 UI/dl (Coppola, 2010; Kasper et al.,
2015; Shaz et al., 2013; Turgeon, 2010).

4.2.2.11. Fator X

O fator X (FX), também conhecido por fator de Stuart, € uma glicoproteina vitamina K
— dependente, sintetizada no figado. O seu tempo de semi-vida compreende um
intervalo de aproximadamente 40 horas, € uma concentragdo plasmatica de 1 mg/dl. O
fator X quando ativado, juntamente com o fator Va na presenca de i10es de célcio e uma
plataforma fosfolipidica, formam o complexo protrombinase da via comum, através do
qual os produtos de ambas as vias, extrinseca e intrinseca, se fundem para converter

protrombina em trombina (Hoffbrand & Moss, 2012; Turgeon, 2010).
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4.2.2.12. Fator XI

O fator XI (FXI) ¢ uma proteina sintetizada no figado com um tempo de semi-vida de
45 horas e uma concentragao plasmatica de 0.5 mg/dl. A sua fun¢do ¢ desempenhada na

fase de contacto da via intrinseca (Hoffbrand & Moss, 2012; Turgeon, 2010).

A hemofilia C, caracterizada pela diminuicdo de FXI, ¢ uma alteragdo genética
localizada no cromossoma 4, ndo esta ligada ao sexo como no caso da hemofilia A e B.
Este tipo de hemofilia pode afetar ambos os sexos e tanto um homozigoético como um
heterozigdtico apresentam os niveis plasmaticos de FXI baixos. Esta mutacdo genética
resulta na alteracdo da tirosina pela cisteina, o que caracteriza a presenga desta
patologia. Para se considerar que ha um défice dos niveis de FXI, este deve estar abaixo
de 20 Ul/dl. Na maioria dos casos, a hemofilia C ndo ¢ diagnosticada, somente quando
os doentes tém hemorragias graves ou quando submetidos a procedimentos cirurgicos.
Esta patologia ndo ¢ muito conhecida por ndo ser necessario implementar uma
terapéutica. A terap€utica ¢ apenas necessaria em situagdes pontuais, como no caso de
cirurgias onde se recorre a administracao de plasma fresco concentrado (PFC) (Bertolini

et al., 2013; Coppola, 2010; Ministério da Satde (Brasil), 2010).

4.2.2.13. Fator XII

O fator XII (FXII) ¢ uma proteina plasmatica que quando na sua forma ativa faz parte
da classe de enzimas serina proteases, com um tempo de semi-vida aproximado de 50
horas. Tem o nome de fator Hageman ou de fator de contacto, visto que inicia a via
intrinseca apds contacto com superficies negativamente carregadas, seja através do
fosfato inorganico (PO4") secretado pelas plaquetas ou da agdo conjunta do colagénio
subendotelial exposto ao sangue e o cininogénio de alto peso molecular (Maas et al.,

2011; O’Connell, 2013; Turgeon, 2010).

4.2.2.14. Fator XIII

O fator XIII (FXIII) ¢ uma transglutaminase denominada por fator estabilizador de
fibrina. Tem um tempo de semi-vida compreendido entre 7 a 10 dias e uma
concentragio plasmatica de 10 a 22 pg/ml. E ativada pela trombina e produz ligacdes
covalentes cruzadas (efeito crosslink) nos monomeros de fibrina soluveis, de forma a
produzir um coagulo estavel, mais forte e resistente a fibrindlise (Bertolini et al., 2013;

Hoftbrand & Moss, 2012; Pacheco Leal, 2004).
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O FXIII ¢ uma molécula tetramétrica composta por duas subunidades cataliticas A, e
duas subunidades transportadoras/inibidoras B. Cerce de 50% de toda a atividade
estabilizadora de fibrina no sangue, encontra-se nas plaquetas sobre a forma de
subunidades A. Estas sao hidrofobicas e sdo sintetizadas na medula 6ssea por monocitos
€ megacariocitos, mas também por hepatocitos. A subunidade B ¢ sintetizada no figado
e ¢ segregada em forma de mondmero que se liga a subunidade catalitica A no plasma,
com a funcdo de portadora da mesma (hidrofilica). As suas localizagdes gendmicas
encontram-se divididas em dois cromossomas diferente, enquanto a sua subunidade A
encontra-se transcrita no cromossoma 6, a subunidade B encontra-se no cromossoma 1

(Ariéns et al., 2011; Bertolini et al., 2013; O’Connell, 2013; Shaz et al., 2013).

A ativagdo do fator plaquetar XIII pela trombina ¢ muito rapida. Em contraste, existe
uma fase lag entre a clivagem da trombina e a expressdo do FXIII plasmético. Esta fase
lag na ativagdo representa o tempo que leva para as subunidades B, se dissociarem do
FXIlla plasmético, a qual ocorre com a presenga de Ca®’. A dissociagdo das
subunidades B ¢é necessaria para expor o local ativo do fator XIII: subunidade A (Ari€ns

etal., 2011).

A deficiéncia de FXIII esta associada a hemorragias graves. E a doenga de deficiéncia
plaquetar mais rara, afetando aproximadamente 1 em cada 2 a 3 milhdes de pessoas.
Embora a incidéncia pareca mostrar uma variagdo de resultados entre diferentes
populagdes, esta pode ocorrer devido a diferengas regionais relativamente a consciéncia
da doenca e diagnostico da mesma. O distirbio pode ocorrer em homens e mulheres e ¢
herdada de forma autossomica recessiva. Assim, os individuos podem ser portadores do
gene defeituoso e ndo apresentar deficiéncias de Fator XIII. Tém sido relatadas
mutagdes espontaneas em individuos de familias ndo afetadas, e deficiéncias
secunddarias as quais podem ocorrer devido ao desenvolvimento de anticorpos. A forma
mais grave da doenga (definida como atividade do fator XIII inferior a 1% da do plasma
normal) ¢ caracterizada por aborto espontdneo, hemorragia umbilical perinatal com
risco de vida e hemorragia intracraniana. Sangramento de outros tecidos moles,
articulagdes e musculos, e ma cicatrizacdo de feridas também podem ocorrer (Bertolini

etal., 2013).

O fator XIII ¢ agora conhecido por ter especificidades mais amplas, com investigadores
recentes demonstrarem haver outros substratos com os quais o fator XIlla interage.

Estes incluem proteinas como a osteopontina, FV, colagénio, fibronectina,
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trombospondina, vinculina, e recetores de células endotelias avb3 e VEGFR-2. Estas
observagdes sugerem que a enzima tem uma ampla gama de fungdes fisiologicas na
angiogénese, reparacao de tecidos e no desprendimento da placenta durante a gravidez,
bem como papéis patologicos em aterosclerose, esclerodermia e inflamacao (Bertolini et

al., 2013).

4.2.3 - Proteinas anticoagulantes

As proteinas anticoagulantes, embora nao referidas no capitulo da hemostase,
desempenham um grande papel na regulacdo da coagulagdo, limitando os efeitos da
trombina e dos fatores de coagulacdo ao local da lesdo de forma a evitar uma

coagulagdo excessiva e disseminada (Hoffbrand & Moss, 2012).

4.2.3.1. Proteina C humana

A proteina C ¢ uma glicoproteina plasmatica da familia serina protéase, codificada pelo
gene PROC do cromossoma 2, com uma concentragdo plasmatica de 4 pg/dl. A sua
funcdo de anticoagulante s6 ¢ desempenhada apds prévia ativagdo por parte da
trombina, a qual ¢ feita principalmente na superficie das células endoteliais através de
um mediador chamado trombomodulina. Uma vez ativa, a proteina C ganha a
habilidade de clivar e inativar os fatores V e VIII ativados, reduzindo assim a producao
de trombina adicional. Esta rea¢do anticoagulante ¢ acelerada na presenga da proteina S
que, assim como a proteina C, sdo as duas vitamina K dependentes e sintetizadas no

figado (Hoffbrand & Moss, 2012; Kasper et al., 2015; Knoebl, 2008).

A deficiéncia quantitativa ou qualitativa de qualquer uma destas proteinas (ou mutagao
nos locais de acdo da proteina C, nomeadamente, FV) traduz-se numa maior
predisposicao a tromboses e estados de hipercoagulabilidade. A deficiéncia hereditaria
de proteina C ¢ autossOmica dominante. Pacientes homozig6ticos sdo raros, com uma
incidéncia de 1 em cada 500 000 a 750 000 pessoas. A homozigosidade desta
deficiéncia esta associada a uma deficiéncia grave com uma condi¢ao denominada por
purpura fulminante neonatal, geralmente fatal. A prevaléncia de heterozigosidade na
populagdo ¢ de 1 em 200 a 300 pessoas, as quais apresentam concentracdes de proteina
C, menor ou iguais que 50% do normal. Cerca de 75% dos heterozigoticos apresentam
eventos trombdticos venosos, podendo ser espontaneos (70%), ou associados a fatores

de risco (30%) como gravidez, terapia hormonal ou cirurgia. Um em cada 20 pacientes
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com tromboembolismo venoso acusa deficiéncia heterozigotica da proteina C. (Jacobs

& Towne, 2013; Kasper et al., 2015; Knoebl, 2008; Turgeon, 2010).

A deficiéncia de proteina C apresenta-se sob duas formas: deficiéncia quantitativa e
qualitativa, onde a primeira ¢ geralmente a mais comum e facil de diagnosticar. A
deficiéncia de proteina C também pode ser adquirida, sendo principalmente associada e
doencas hepaticas visto que o figado ¢ a fonte da sua sintese. A diminui¢do desta
proteina tem sido relatada na coagulagdo intravascular disseminada, no sindrome de
angustia respiratoria aguda, e em pds-operatorio (Jacobs & Towne, 2013; Knoebl,

2008).

Outra forma conhecida de deficiéncia de proteina C ¢ a da necrose induzida por
varfarina. Quando a varfarina (anticoagulante oral antagonista da vitamina K), ¢
administrada num paciente com baixos niveis de proteina C, um estado de
hipercoagulabilidade paradoxal pode ser induzido. Este acontecimento pode ser
explicado pelo reduzido tempo de semi-vida da proteina C (6-8h), cujos niveis baixam
muito antes da depressdo da protrombina e dos restantes fatores de coagulagdo vitamina
K-dependentes, que tém tempos de semi-vida que podem chegar a mais de 3-4 dias.
Assim, por um curto periodo de tempo, existe perda do efeito anticoagulante da proteina
C antes da inibi¢do da via de coagulagdo, durante o qual o paciente sofre de um estado
de hipercoagulabilidade. Para prevenir estes casos recorre-se a utilizacdo de heparina
antes e¢ durante a administracdo inicial de varfarina, ou com suplementacdo de
concentrado de proteina C. A heparina liga-se a antitrombina III, a qual posteriormente
inicia um processo de inativacdo de trombina e outras protéases envolvidas na
coagulagdo nomeadamente o FXa, controlando assim a hipercoagulabilidade (EMA,

2007; Infarmed, 2006; Jacobs & Towne, 2013; Kasper et al., 2015; Knoebl, 2008).

Em casos de deficiéncia de proteina C ligeira, a terapéutica ideal serd o uso de heparina
de baixo peso molecular. Em casos de recorréncia de eventos tromboembolicos, deve-se
aumentar a dose de heparina e iniciar lentamente uma sobreposi¢ao da terapéutica por
varfarina. Nos casos mais graves de pirpura fulminante e necrose da pele induzida pela

cumarina, deve utilizar o concentrado de proteina C (Kasper et al., 2015; Knoebl, 2008).

De momento, o Ceprotin da Baxter A.G. ¢ o Unico concentrado de proteina C humana
comercializado em Portugal com concentragdes de 500 UI e 1000 UIL. O armazenamento

e transporte deste farmaco deve ser feito entre 2 a 8°C (ndo congelar) ao abrigo da luz,
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tendo um prazo de validade de 2 anos se cumprir estes critérios. Pode ser também
armazenado a temperaturas inferiores a 25°C, sob as quais terd um prazo de validade de

6 meses (EMA, 2007; Infarmed, 2015a).

4.2.3.2. Antitrombina III

A antitrombina III (AT-IIT) ¢ uma glicoproteina codificada por um gene no cromossoma
1. E sintetizada principalmente no figado e tem uma concentragio plasmatica de cerca
de 150 pg/mL. E considerada como o principal inibidor fisiolégico da trombina e do
FXa, aos quais se liga covalentemente, formando um complexo estavel e inibindo-os de
forma irreversivel. Adicionalmente também ¢é conhecida por inibir outras serina-
protéases como os fatores [Xa, Xla, XIla e apresentar propriedades anti-inflamatorias e
anti-agregadoras mediadas através da libertacdo da prostaciclina das células endoteliais
(Bertolini et al., 2013; Liumbruno, Bennardello, Lattanzio, Piccoli, & Rossetti, 2009b;
Turgeon, 2010).

A funcao inibitoria da AT-III ¢ por norma um processo lento, o qual pode ser catalisado
na presenca de heparina. A sua ligacdo com AT-III conduz a um aumento dramatico na
capacidade formadora de complexos com a trombina e restante serina-protéases,
acelerando o processo num fator de 1000. Em condigdes normais a AT-III apresenta um
tempo de semi-vida de 65h, no entanto em condi¢des de deficiéncia adquirida e ou na
presenca de heparina, o tempo de semi-vida é consideravelmente mais curto, podendo
ser reduzido a apenas algumas horas (Deloughery, 2004; Kasper et al., 2015; Turgeon,
2010).

A diminuicdo da concentracdo de AT-III aumenta o risco de desenvolvimento de
doencas tromboticas em varias situacdes clinicas nomeadamente na gravidez, na terapia
hormonal e em cirurgias. Esta deficiéncia de AT-III ¢ herdada de forma autossémica
dominante com a prevaléncia de 1 em cada 2000 a 5000 pessoas, onde a herdanca
autossomica ¢ fatal a nascenga. Pode-se ser caracterizada em defeito quantitativo, onde
a concentracdo de AT-III ¢ menor que 70% normal; ou defeito qualitativo, onde os
niveis se mostram normais mas existe reducao da sua atividade funcional (Hoffbrand &

Moss, 2012; Jacobs & Towne, 2013; Kasper et al., 2015).
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Figura 3 - Representacdo da fungdo inibitoria da Antitrombina III, na presenga
das diferentes fragdes de heparina (Shaz et al., 2013).

A deficiéncia de AT-III também pode ser adquirida por fatores que influenciem a
sintese, excre¢do ou aceleracdo do seu consumo. A reducdo da sintese de AT-III pode
ser observada em pacientes de cirrose ou em bebés prematuros devido a imaturidade do
figado assim como resultar de tromboses agudas e coagulacdo intravascular
disseminada. Além estas situagdes, a administracdo de heparina pode diminuir os niveis
de AT-III, como ja foi explicado, devido ao aumento da depuracdo da AT-III apos
complexagd@o com heparina. Por outro lado, os anticoagulantes orais tém sido relatados
por aumentar o nivel de AT-III para o intervalo normal em doentes conhecidos por ter
deficiéncia congénita de AT-III (Bertolini et al., 2013; Jacobs & Towne, 2013; Kasper
etal., 2015).

Os pacientes com deficiéncia congénita de AT-IIl e episodios repetidos de
tromboembolismo devem receber terap€utica anticoagulante oral de varfarina ao longo
da vida. A varfarina ndo so alcanga anticoagulacdo, diminuindo a concentragcdo de
fatores dependentes de vitamina K, mas aumenta também os niveis de AT-III. Também
existem varios concentrados de antitrombina disponiveis no mercado e sdo atualmente
utilizados na profilaxia de tromboembolismo venosos em situacdes clinicas de risco
como, cirurgia, trauma, parto ou aborto. O concentrado de AT-III revela-se util no
tratamento da deficiéncia de AT-III herdada ou adquirida e noutros estados tromboticos,
incluindo coagulagdo intravascular disseminada e trombose venosa profunda pos-
operatoria. Existem muitas variantes moleculares de antitrombina e a utilizagdo de cada

uma das suas categorias esta associada aos diferentes riscos de trombose, assim como a
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escolha do seu uso terapéutico conjugado com heparina (Hoffbrand & Moss, 2012;

Infarmed, 2015b; Jacobs & Towne, 2013; Liumbruno et al., 2009b)

A forma farmacéutica de AT-III apresenta-se em p6 com solvente, que apos dissolucao
deve ser administrada por via intravenosa num periodo inferior a 3 horas apods
reconstituicdo. As infusdes de concentrados de antitrombina sdo no geral bem toleradas,
existindo no entanto a possibilidade de reagdes alérgicas. O uso de concentrados de AT-
III simultaneamente com heparina aumentam o risco de hemorragia, sendo necessaria
monitorizagdo clinica e laboratorial cuidadosa dos niveis séricos de AT-III,
particularmente em pacientes com elevado risco hemorragico (Infarmed, 2015b;

Liumbruno et al., 2009b).

Estas formulagdes de concentrados de AT-III devem ser conservadas no frigorifico
entre 2 a 8 °C, evitando congelar e ao abrigo da luz. Dentro destas condigdes o produto
tem uma validade de 3 anos, no entanto este valor pode variar consoante o laboratorio.
Caso se pretenda armazenar a uma temperatura inferior a 25°C, o prazo de validade
muda para cerca de 1 més e a nova data deve ser escrita na embalagem. A refrigeragdo

do mesmo produto ndo deve ser feita (Infarmed, 2015a, 2015b).

4.2.4 - Imunoglobulinas

4.2.4.1. Imunoglobulina humana contra o antigénio D

A imunoglobulina humana contra o antigénio D, também denominada por IgRh ou Ig
anti-D, ¢ um produto derivado do plasma humano que consiste em anticorpos IgG
contra o antigénio D do sistema Rhesus (Rh). A presenca deste antigénio define um
individuo como sendo Rh positivo, enquanto as pessoas que nao o apresentam, sao Rh
negativos. O antigénio D ¢ um aloantigénio muito potente, tanto que, exposi¢do de
apenas 0,03 ml de eritrocitos D-positivos num individuo Rh-, € o suficiente para induzir
sensibilidade e produgdo de Ig anti-D (Infarmed, 2013b; Kasper et al., 2015; Shaz et al.,
2013).

A Ig anti-D ¢ tipicamente produzida de dadores masculinos Rh- que foram previamente
expostos ao antigénio D. O mecanismo de acdo em si, na prevencao de imunizagao D
permanece desconhecido, no entanto, esta imunoglobulina ¢ utilizada principalmente na

profilaxia de imunizagdo contra o antigénio D em mulheres Rh (D) negativo, gravidas
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de bebés Rh (D) positivos. A partir da 6* semana de gravidez, o feto Rh + comeca a
expressar antigénio Rh em circulagdo, induzido a producdo de anticorpos anti-D nas
gravidas Rh-. Estes anticorpos tem a habilidade de atravessar a placenta provocando a
doenga hemolitica perinatal (DHPN), que se permanecer por tratar pode levar a anemia,
hiperbilirrubinemia, e morte. A imunizagao passiva por Ig anti-D previne a imunizagao
RhD em mulheres RhD negativas em 99% dos casos, desde que uma dose suficiente
seja administrada atempadamente apds a exposi¢ao aos eritrocitos fetais RhD positivos
(Bertolini et al., 2013; DGS, 2007; Infarmed, 2013b; Kasper et al., 2015; Kent, Farrell,
& Soothill, 2014; Shaz et al., 2013).

Como indicagdo terapéutica a Ig anti-D ¢ usada na profilaxia pré e pos-parto de bebés
RhD+ e em complicacdes da gravidez, nomeadamente em situagdes de aborto ou
ameaga do mesmo, gravidez ectopica ou mola hidatiforme, morte fetal intrauterina,
hemorragia transplacentaria resultante de hemorragia pré-parto, amniocentese, biopsia
coribnica ou procedimentos obstétricos manipulativos. E também indicada no
tratamento de pessoas Rh (D) negativo, submetidas a transfusdes incompativeis de
sangue Rh (D) positivo ou outros produtos contendo eritrdcitos. Novas aplicacdo estdo a
ser estudadas, das quais o uso de Ig Anti-D no tratamento de trombocitopenia
autoimune parece ser eficaz em 70 a 80% dos casos e o seu uso ¢ aprovado pela FDA
(Bertolini et al., 2013; Cheung & Liebman, 2009; Octapharma, 2010b; Shaz et al.,
2013).

Modos de administracdo incluem IV e IM dependendo do fabricante, sendo preferivel a
administracdo intravenosa por se atingir biodisponibilidade instantdnea, assim como
uma eliminacdo mais rdpida do antigénio D comparativamente a administragdo
intramuscular. A dose de imunoglobulina contra o antigénio D deve ser determinada em
fun¢do da indicacdo clinica e, do grau de exposicao aos eritrocitos Rh (D) positivos,
tendo em conta que 0,5 ml de concentrado de eritrocitos Rh (D) positivo ou 1 ml de
sangue total Rh (D) positivo ¢ neutralizado por aproximadamente 10 pg (50 UI) de
imunoglobulina contra o antigénio D (DGS, 2007; Infarmed, 2013b; Octapharma,
2010b; Shaz et al., 2013).

Assim sendo, na preven¢do da imuniza¢do Rh (D) em mulheres gravidas Rh D negativo,
a dose aconselhada na profilaxia pré-natal ¢ de 300 pg (1500 UI) como dose Unica,
entre a semana 28 e 30 de gestagdo. No seguimento de complicagdes durante a gravidez,

deve-se administrar a mesmo dose de 300 pg logo que possivel e no espago de 72 horas
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ap6s a complicacdo, repetindo as doses se necessario em intervalos de 6 a 12 semanas
ao longo da gravidez. Na profilaxia pds-parto, a dosagem varia entre os 200 a 300 pg,
dependendo se a via de administragdo for IV ou IM, respetivamente. Nesta situacdo, a
administracao também devera ser feita logo que possivel, mesmo tendo decorrido mais
de 72 horas ou ja tendo sido administrada como profilaxia pré-natal. Em qualquer dos
casos, a administracdo do farmaco nao deve ser excluida (Bertolini et al., 2013; DGS,

2007; Infarmed, 2013b; Octapharma, 2010b; Shaz et al., 2013).

Em situagdes de transfusdes incompativeis de eritrocitos, a dose recomendada ¢ de 20
png (100 UI) por cada 2 ml de sangue total RhD positivo ou por cada 1 ml de
concentrado eritrocitario transfundido. Como dose méxima podem ser administrados
3000 pg (15000 UI), independentemente do volume de sangue RhD positivo recebido.
Apos administragdo desta terapéutica, monitorizagao dos niveis eritrocitarios devem ser
feitos a cada 48 horas, e 0 uso de Ig Anti-D deve ser continuado até eliminacao total de
eritrocitos RhD positivos. A aloimuniza¢do resultante de plasma D-incompativel ¢
raramente reportado, de forma que o uso de Ig Anti-D ndo ¢ indicado nessas situagdes

(Infarmed, 2013b; Octapharma, 2010b; Shaz et al., 2013).

Cheun e Liebman afirmam que o uso de Ig anti-D na trombocitopenia autoimune parece
ser eficaz apenas em pacientes com bago saudavel, mas um estudo mais aprofundado
necessita de ser feito de forma a obter-se confirmacdo. Em termos de posologia, deve-se
dar preferéncia a administracao IV de forma a prevenir hemorragia intramuscular, sendo
a dose recomendada de 50 pg/kg, atingindo-se uma resposta plaquetar maxima num

espaco de 72 horas apds infusdo (Cheung & Liebman, 2009; Shaz et al., 2013).

Reagdes adversas a doses baixas de Ig Anti-D sdo geralmente pouco frequentes, no
entanto, febre, calafrios, perturbacdes gerais e alteracdes no local de administragdo, e
raramente hipersensibilidade (como prurido e exantema), foram reagdes relatadas. Em
grandes doses de Ig anti-D IV, podem resultar em reacdes hemoliticas leves com febre,
arrepios e dor de cabega em aproximadamente 20% das infusdes. Reacdes mais graves
ocorrem em 0,7%, resultando em hemoglobintria, palidez, hipotensdo, taquicardia
sinusal, oliguria, antiria, edema, dispneia, equimoses, hemorragias, € raramente morte.
Lesdes pulmonares agudas relacionadas a transfusdo também foram relatadas

(Octapharma, 2010b; Shaz et al., 2013).
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As unidades de Ig anti-D devem ser conservadas entre 2 a 8 °C ao abrigo da luz, com o
cuidado de ndo congelar. Sobre estas condi¢des o prazo de validade varia entre os 30 a

36 meses consoante o fabricante (Infarmed, 2015a; Octapharma, 2010b).

4.2.4.2. Imunoglobulina humana contra a hepatite B

A imunoglobulina humana contra a hepatite B (Ig anti-HBV) ¢ constituida por IgG com
uma concentragdo elevada de anticorpos especificos contra o antigénio presente na
superficie do virus da hepatite B (anti-HBs). Este produto farmacéutico ¢ obtido através
da recolha de plasma de dadores previamente imunizados contra o virus da hepatite B
(HBV), que ap6s imunizagao, iram apresentar titulos elevados de anti-HBs para recolha

e processamento (Bertolini et al., 2013; Mayo Clinic, 2015; Shaz et al., 2013).

A administragdo desta terap€utica esta indicada na imunoprofilaxia da hepatite B. Desta
forma a Ig anti-HBV ¢ utilizada em casos de exposicdo acidental em individuos ndo
imunizados cujo programa de vacinagdo ¢ incompleto ou desconhecido, assim como em
individuos que ndo apresentam titulos de anticorpos contra a hepatite B apos a
vacinagdo, € cuja prevencdo continua seja necessaria devido ao risco permanente de
serem infetados com hepatite B; em doentes hemodialisados, os quais devem ser
administrados com imunoglobulina humana contra a hepatite B até que a vacinagao se
torne eficaz e, em recém-nascidos de maes portadoras de hepatite B ou de HBSAG

desconhecido (Infarmed, 2013a; RCM, 2009; Shaz et al., 2013).

A dosagem muda consoante a indicacdo clinica e a administragdo da Ig anti-HBV
deverd ser imediata, uma vez exposta a luz. A preven¢ao da hepatite B em casos de
exposic¢do acidental, a dosagem ¢ de 12 Ul/kg, sendo o minimo de 500 UI, a qual deve
ser administrada preferencialmente num espago de 72 horas apods exposicdo. Na
imunoprofilaxia de doentes em hemodidlise, a dosagem deve ser de 8 a 12 Ul/kg, sendo
o maximo de 500 UlI, repetindo-se de 2 em 2 meses até¢ que se verifique seroconversao
de anti-HBs apds a vacinacdo. No caso de recém-nascidos com mao portadora, a
administracdo deve ser feita logo apds o parto com uma dose de 30 a 100 Ulkg,
geralmente de 1 ml. Dependendo das circunstancias, podera ser necessario a
administracdo de volumes mais elevados, sendo que a administragdo de volumes
superiores a 2 ml e a 5 ml, em criancas com peso inferior a 20kg e individuos com peso

superior a 20 kg respetivamente, devera ser feito em doses divididas. A profilaxia
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podera ser administrada simultaneamente com a vacina, contudo devem ser

administradas em zonas opostas do organismo (RCM, 2009; Shaz et al., 2013).

Ap0s a sua administra¢do a Ig Anti-HBv encontra-se disponivel na circulagdo ao fim de
2 a 3 dias possuindo um tempo de semi-vida de 3 a 4 semanas. Esta ¢ feita por via
intramuscular com a solugdo a temperatura do organismo, mas na presenca de
perturbagdes graves de coagulagdo, a administracdo devera ser feita por via subcutanea.
E necessario notar que sendo esta uma terapéutica a base de imunoglobulinas humanas,
haverd sempre a possibilidade de diminuir a eficicia de vacinas de virus vivos
atenuados, como a do sarampo, rubéola, papeira e varicela. Assim sendo a
administracdo da imunoglobulina humana contra a hepatite B deve ser feita 3 a 4

semanas apds a vacinagao de vacinas vivas atenuadas (RCM, 2009).

Em termos de efeitos adversos, estes ocorrem raramente mas estao previstos acontecer
reacdes alérgicas, incluindo diminuicao da pressdo arterial, dispneia, reagdes cutineas,
podendo em alguns casos chegar a situagdes de choque anafilatico. Reagdes
generalizadas sdo mais comuns, traduzindo-se por arrepios, febre, cefaleias, mal-estar
nauseas, vomitos, artralgias e dores moderadas nas costas. Também foram reportadas
reacdes cardiovasculares, as quais derivam geralmente de uma administragdo

intravascular inadvertida (Infarmed, 2013a; RCM, 2009).

A conservacao da Ig anti-HBV deve ser feita obrigatoriamente entre 2 a 8 °C, com o
cuidado de ndo congelar, mantendo as ampolas e as seringas dentro da embalagem
exterior de forma a proteger da luz. A validade de cada produto varia entre 2 a 3 anos

consoante o fabricante (RCM, 2009; INFARMED, 2015a).

4.2.4.3. Imunoglobulina humana contra o tétano

A imunoglobulina humana contra o tétano (Ig anti-T) € preparada a partir de “pools” de
plasma humano proveniente de dadores imunizados, contendo anticorpos especificos

contra a toxina Clostridium tetani (RCM, 2007).

A Ig anti-T tem como indicagdes terapéuticas, a profilaxia em pessoas que apresentam
lesdes recentes nas quais o programa de vacinagdo se encontra incompleto ou
desconhecido, assim como o tratamento de manifestagdes clinicas de tétano (RCM,

2007; Shaz et al., 2013).
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A dosagem profilatica ¢ de 250 Ul de Ig anti-T, combinada normalmente com 0,5 ml de
vacina contra o tétano (ou de vacina combinada contra o tétano e difteria) em locais
diferentes do organismo. A dose deve ser aumentada para 500 UI (em simultaneo com a
vacinacao) em caso de feridas ndo suturadas ou negligenciadas de tratamento por um
periodo superior a 24 horas. Exemplos destas situacdes sdo feridas profundas ou
contaminadas (por po, terra, saliva ou fezes); lesdes tecidulares provocadas por corpos
estranhos (laceragdes, mordeduras, ferimentos provocados por objetos cortantes ou
penetrantes como balas); queimaduras profundas ou congelamento; necrose tecidular;
aborto septicémico. No caso das queimaduras, ¢ aconselhavel uma segunda
administracdo de 250 UI apoés o término da fase exsudativa, 36 horas apds a
queimadura. As manifestagdes clinicas do tétano devem ser tratadas com 3000 a 6000

UI (RCM, 2007; Shaz et al., 2013).

O pico maximo de niveis séricos ¢ atingido 2 a 3 dias apds a administra¢do de Ig anti-T,
a qual possui um tempo de semi-vida de 3 semanas. O modo de administragdo desta
terapéutica deve ser feito via intramuscular, de preferéncia na zona ventrogluteal com o
paciente deitado, e com a solucdo de Ig anti-T a temperatura do organismo. Em
individuos com trombocitopenia grave ou alteracdes de coagulacdo, a administragdo da
imunoglobulina deve ser feita pela via subcutdnea. Em qualquer dos casos, evitar ao
maximo administracdes intravasculares as quais podem resultar em choque anafilatico.
Em casos de doses elevadas, aplica-se a mesma regra mencionada anteriormente na
hepatite, sendo aconselhdvel a administragdo fracionada quando volumes forem

superiores a 2 ¢ 5 ml (RCM, 2007).

Os efeitos adversos que podem ocasionalmente ocorrer sdo de sensibilidade ou
tumefacdo no local de injecdo, aumento de temperatura, assim como reagdes cutaneas e
arrepios. Em casos mais raros poderdo surgir nauseas, vOmitos, mal-estar geral,
cefaleias, reacdes a nivel circulatorio e do tipo alergoide/anafilactdoide. As reacdes
alergdides/anafilactdides sdo muito raras, especialmente se a imunoglobulina foi
administrada por via IM como recomendado, mas nestes casos a administracdo deve ser
interrompida e iniciar-se tratamento apropriado. Este consiste na utilizagdo de
corticosteroides e anti-histaminicos em reacdes ligeiras, e em casos mais graves, a
injecdo lenta e imediata de adrenalina ou corticosteroides IV, acompanhada por

oxigenoterapia se necessario (RCM, 2007).
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A conservagdo da Ig anti-D deve ser feita entre 2 a 8 °C, evitando-se congelar e ao
abrigo da luz. O prazo de validade ¢ por norma de 3 anos podendo variar consoante o

fabricante (INFARMED, 2015a).

E de mencionar que alguns paises estdo a comecgar a usar produtos antivirais como
opgOes alternativas a imunoglobulina na profilaxia de infe¢cdes por hepatite B, e que o
consumo desta foi reduzido pelo uso universal de vacinagdo contra o tétano (Shaz et al.,

2013).

4.2.4.4. Imunoglobulina humana normal

A imunoglobulina humana normal para transfusdo é um produto compostos de Ig
policlonais normais, derivados de “pools” de plasma de milhares de dadores saudaveis,
altamente purificado, que consiste principalmente em IgG, com um tempo de semi-vida
de 21 a 28 dias. Estas preparagdes contém anticorpos contra antigénios estranhos
(exOgenos), auto-antigénios naturais (enddgenos) e outros anticorpos (anticorpos
idiotipicos). A IgG constitui 75-85% da imunoglobulina total encontrada no soro e ¢ a
principal imunoglobulina produzida pelo corpo durante uma resposta imunitdria
secundaria, sendo o Uunico anticorpo com atividade antitoxina. Esta proteina esta
dividida em quatro subclasses (IgG1, 2, 3 e 4), as quais devem constituir um minimo de
95% do produto farmacéutico, tal como estipulado pela Farmacopeia Europeia
(Bertolini et al., 2013; Durandy et al., 2009; Kasper et al., 2015; Octapharma, 2010a,
2014).

As quatro subclasses de IgG sdo numeradas em ordem do seu nivel soroldgico, sendo
IgG1 encontrado em maiores quantidades e IgG4 em menores. As suas concentragdes
no injetdvel devem ser em propor¢des semelhantes as encontradas no plasma normal
reunido. As subclasses de IgG tém relevancia clinica na sua capacidade variada de se
vincularem a diferentes recetores Fc de macrdfagos e neutrdfilos, e na sua funcdo
ativadora do complemento, ajudando assim na regulagdo do sistema imunitério. Certas
deficiéncias seletivas das subclasses de IgG ou, auséncia ou deformagdo funcional
destas, podem dar origem a sindromes clinicos em que o paciente fica excessivamente
suscetivel a infe¢des bacterianas (Bertolini et al., 2013; Kasper et al., 2015; Shaz et al.,

2013).

Os niveis séricos normais de IgG variam de 9,5 a 12,5 g/L os quais garantem a

eliminacdo normal de micro-organismos patogénicos, mas, tendo em conta que as
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preparagdes de imunoglobulina humana normal disponiveis atualmente sdo produzidas a
partir de plasma humano, o fornecimento de produtos ¢ finito e muito dispendioso, pelo
que o seu uso deve ser cuidadosamente considerado. Lucas et al. concluiram "o objetivo
da terapia de reposicdo deve ser o de melhorar o resultado clinico e ndo de
simplesmente atingir um determinado nivel minimo de IgG" (Kasper et al., 2015; Lucas

et al., 2010; Orange et al., 2006).

A imunoglobulina humana normal ¢ utilizada como terapia de substituicdo em pacientes
com sindrome de imunodeficiéncia primdria, como por exemplo agamaglobulinémia e
hipogamaglobulinémia congénita, imunodeficiéncia comum varidvel, imunodeficiéncia
combinada grave, sindrome de Wiskott Aldrich e em deficiéncias nas subclasses de IgG
com infegdes recorrentes. Este produto também ¢ indicado em pacientes com patologias
que induzem insuficiéncia de anticorpos com infe¢des recorrentes, sejam criangas com
HIV congénito, mieloma ou leucemia linfocitica crénica associada a infegdes
bacterianas. Outras aplicacdes conhecidas abrangem a prevencdo ou tratamento de
infegdes apods transplante de medula 6ssea e, imunomodulagdo das seguintes doencas
inflamatérias: em adultos e criangas quando o numero de plaquetas ¢ insuficiente
(purpura trombocitopénica idiopatica) e existe risco elevado de hemorragia ou, antes de
cirurgias; quando existe doenca que leva a inflamagao de diversos 6rgdos (doenga de
Kawasaki), e quando existe doenca que leva 4 inflamagdo de certas partes do sistema
nervoso (sindroma de Guillain-Barré) (Feasby et al., 2007; Octapharma, 2010a, 2014;
Orange et al., 2006; Shaz et al., 2013).

E administrado com uma dose baixa em intervalos regulares, como terapia de
substituicio de anticorpos em imunodeficiéncias  primdrias  tais como
agamaglobulinémia e imunodeficiéncia variavel comum, ou imunodeficiéncias
adquiridas em que as concentragdes plasmaticas de IgG tornaram-se muito baixa. Por
outro lado, com IVIg também pode ser utilizada com uma dose elevada, como um
tratamento imunomodulatorio, em doengas autoimunes ou autoinflamatorias, dos quais
a doenca de Kawasaki e trombocitopenia imune sdo aprovadas no uso deste produto

pela Agéncia Europeia de Medicamentos (Nagelkerke & Kuijpers, 2014)

De momento estdo aprovados produtos de imunoglobulina humana normal em forma
intramuscular e intravenosa, sendo também disponivel em off-label a administragao
subcutanea, a qual ¢ supostamente mais facil e conveniente na terapia de

autoadministragdo para uso doméstico. A taxa de infusdo para aqueles ndo previamente
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expostos a IVIG deve ser baixa e pode ser gradualmente aumentada, tal como definido
pelo produto de IVIG especifico utilizado. Taxas de infusdo em idosos, pacientes com
risco de disfuncdo renal, ou pacientes com risco de trombose, também deve ser lento.
Os sinais vitais devem ser monitorizados em cada 15 minutos durante a primeira hora e,
em seguida, a cada 30-60 minutos (Farrugia, Marcella, & Quinti, 2015; Shaz et al.,
2013).

A dosagem e regime terapéutico podera ter que ser individualizado de forma a
corresponder a situagdo em que o paciente se encontra. A Tabela 4 a seguir apresenta
um resumo das recomendagdes de dosagens padrdo para as diferentes indicagdes

clinicas de IgIV (Octapharma, 2010a, 2014; Orange et al., 2006)

Tabela 4 - Guideline de dosagens de IgI'V consoante as respetivas indica¢des clinicas (Octapharma, 2014)

Indicacao Dose Frequéncia de administracio
Terapia de substituicao nos Dose inicial: 0,4 - 0,8 g/kg Cada 2 - 4 semanas para obter
sindromas de imunodeficiéncia Doses subsequentes: niveis minimos de IgG de pelo
primaria 0,2 -0,8 g/kg menos 4 - 6 g/l
Terapia de substituicdo nos Cada 3 - 4 semanas para obter
sindromas de imunodeficiéncia 0,2 -0,4 g/kg niveis minimos de IgG de pelo
secundaria menos 4 - 6 g/l
Criangas com SIDA 0,2 -0,4 g/kg Cada 3 - 4 semanas
Imunomodelacio:

0,8-1,0 g/lkg No primeiro dia, passivel de ser
Purpura Trombocitopénica ou repetido no 3° dia.
Idiopatica (PTT)

0,4 g/kg/dia Durante 2 a 5 dias
Sindroma de Guillain Barré 0,4 g/kg/dia Durante 3 a 7 dias

Em doses divididas por 2 - 5

1,6 - 2,0 gkg dias em associagdo com acido
Doenca de Kawasaki ou R

2,0 g/kg Em dose unica, em associagao

com acido acetilsalicilico

Transplante de Medula Ossea Alogénico:

- Tratamento de infecées e Todas as semanas, com inicio no
profilaxia da doenca contra o 0,5 g/kg dia 7 e até 3 meses apds o
hospedeiro. transplante.

Todos os meses até que seja
0,5 g/lkg restabelecido o nivel normal de
IgG.

- Auséncia de producio de
anticorpos persistente.
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A substitui¢do de imunoglobulina ¢ bem tolerada pela maioria dos pacientes, embora a
selecdo do tipo de preparacdao de IgG seja necessaria em certos casos de forma a ser
melhor tolerada. Uma vez que as preparagdes de IgG contém uma pequena propor¢do de
IgA, cuidados devem ser tomados em pacientes com capacidade de produgdao de
anticorpos residuais e em caso de deficiéncia total de IgA, uma vez que estes individuos
podem desenvolver anticorpos anti-IgA e desencadear choque anafilatico. Estes doentes
devem ser tratados com preparagdes de IgG livres de IgA. A terapia de substituicdo com
imunoglobulina ¢ uma terapia para o resto da vida. Para além destas situagdes, a
administracdo de imunoglobulina humana normal pode comprometer o efeito
terapéutico de vacinas de virus vivos atenuados (Kasper et al., 2015; Nagelkerke &

Kuijpers, 2014; Octapharma, 2010a, 2014; Orange et al., 2006).

Produtos de IgG sdo agora os principais produtos terapéuticos feitos a partir de plasma
humano, contribuindo com mais de 50% de vendas de todos os produtos de plasma
fracionados. O sucesso do uso de concentrados de IgG a nivel clinico na atualidade esta
documentado pelo numero crescente de indicacdes clinicas registadas e o aumento do
seu uso em off-label. Este €xito surge em parte, do perfil de reacdes adversas, em que a
transmissdo de agentes patogénicos na ultima década tem sido controlada e prevenida
por completo, através da introdu¢do de uma rede de regulagdo e normas de qualidade
instaladas pela industria de fracionamento de plasma. No entanto, efeitos adversos nao
infeciosos, sdo decorrentes mas ligeiros e ndo anafilaticos na sua maioria. Estes
traduzem-se geralmente por cefaleias, arrepios, dores nas costas, dores no peito, febre,
reacOoes cutaneas e nduseas as quais tendem a estar relacionadas com a dose e
velocidade de perfusdo, podendo ser revertidas com o abrandamento ou paragem de
infusdo por 15 a 30 minutos, ou administragdo de aspirina ou ibuprofeno. A utilizagdo
de hidrocortizona e hidratagcdo salina ¢ reservada na reversdo de casos mais graves.
Infelizmente sdo também comuns, as reacdes de hemolise e tromboses (Germishuizen et

al., 2014; Octapharma, 2010a, 2014; Orange et al., 2006; Spéth et al., 2015)

Os parametros de armazenamento e respetivos prazos de validade das preparacdes de
imunoglobulina humana normal diferem consoante os fornecedores. No entanto, a
maioria segue a mesma norma, sendo a temperatura ideal de conservagao entre 2 a §°C
com validades variando entre os 2 a 3 anos, podendo também ser armazenada a
temperaturas inferiores a 25°C reduzindo substancialmente o prazo de validade para

uma média de 2 a 6 meses (Infarmed, 2015a; Octapharma, 2010a, 2014).
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Capitulo S — Hemocomponentes

5.1 - Sangue Total

O sangue total ¢ o sangue ndo separado, diretamente recolhido das doagdes e
armazenado numa bolsa pléstica, estéril e descartavel. De cada doacdo, sdo retirados
entre 400 a 500 ml de sangue, a que damos o nome de “unidade” ou “bolsa”, sendo que
o valor total recolhido do dador ndo deve ser superior a 10,5 ml / kg de peso do doador.
Durante a recolha, o sangue deve ser bem misturado no saco com solugdes
anticoagulantes e conservantes, de forma a impedir a coagulagdo e manter a viabilidade

das células do sangue durante o armazenamento. (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

O armazenamento deve ser feito entre 2 a 6°C nos refrigeradores dos bancos de sangue,
onde em condi¢des ideais com anticoagulante adequado pode ser armazenado por mais
de 35 dias. Uma vez retirado do refrigerador, a transfusdo devera ser iniciada nos
primeiros 30 minutos. Nao se pode misturar nenhum medicamento com a unidade de
sangue, e uma vez iniciada a administracdo, esta deve ser finalizada num periodo de até

4 horas ap6s o seu inicio (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

Para a administragdo de sangue total deve existir compatibilidade entre o dador ¢ o
recetor relativamente aos sistemas ABO e Rh. Consequentemente cada unidade deve ter
estas informagdes identificadas no rotulo. Uma vez ndo existir esterilizacdo do sangue
total previamente a sua administragdo, este ¢ capaz de transmitir qualquer agente
infecioso que ndo tenha sido detetado nas analises de rotina (HIV 1 e 2; Hepatites,

sifilis, malaria, parvovirus 19 e Doenca de Chagas) (OMS, 2002).

O sangue total estd indicado na reposi¢do de hemdcias em perdas sanguineas agudas
com hipovolémia e, contraindicado em paciente de sobrecarga volumétrica com anemia
cronica e insuficiéncia cardiaca incipiente. No entanto, ndo ¢ comum ser encontrado em
grandes quantidades na maioria dos bancos de sangue uma vez que a terapia de
concentrados ¢ mais apropriada para atingir indicagdes especificas de um paciente por
transfusdo (por exemplo: concentrado de hemdcias para anemia sintomatica uma vez
que leva menos volume que o sangue total o que poderia levar a sobrecarga
volumétrica; produtos plasmaticos para multiplas deficiéncias de fatores de coagulagao;
e concentrado de plaquetas para trombocitopenia ou disturbios de fungdes plaquetarias).
Além disso, no sangue total, a fun¢do e a capacidade de sobrevivéncia das plaquetas

ap6s transfusdo sdo perdidas quando o sangue total ¢ armazenado previamente no
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frigorifico, assim como a atividade de fatores de coagulagdo labeis (fatores V e VIII),
que se deteriora com o tempo. Visto que o sangue ¢ um recurso raro € caro, o
profissional de saide deve escolher a terapia que seja mais custo-efetivo para o
paciente, e a unidade de saide em que se encontra (Kasper et al., 2015; Ministério da

Satude do Brasil, 2010; OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

5.2 - Concentrado de Hemacias

O concentrado de hemdcias ¢ obtido por centrifugacdo de sangue total seguido pela
remo¢ao da maioria da camada plasmatica rica em plaquetas, ou, por recolha
automatizada de aférese. Uma unidade deste concentrado corresponde a uma doagdo,
com um volume entre 150 a 200 ml, aproximadamente 20g/100ml de hemoglobina e
55-75% de hematocrito. Dependendo do tipo de solugdes anticoagulantes e
conservantes usados, o concentrado de hemacias pode ser armazenado por periodos de
21 a 35 dias, a uma temperatura de 2 a 6°C, sem um efeito prejudicial significativo na
qualidade do concentrado (Ministério da Saude do Brasil, 2010; OMS, 2002; Shaz et al.,
2013).

E usado principalmente no tratamento de anemia sintomatica e hemorragias, a fim de
aumentar a oxigenagdo de tecidos, mas também pode ser utilizado na reposi¢do de
fluidos. Os parametros de administra¢do e o risco de transmissdo de agentes infeciosos
sdo iguais ao do sangue total, como tal, deve ser utilizado apenas quando se considerar
necessario. O alto hematocrito confere a solugdo uma viscosidade aumentada, o que
aumenta consequentemente o tempo necessario para a transfusdo. Pode no entanto, ser
adicionada uma solugdo salina (cristaloide) ou soro fisiologico para melhorar o fluxo

(OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

5.3 - Suspensao de Hemacias

A suspensdo de hemacias define-se por uma suspensdo de 150 a 200 ml de globulos
vermelhos, com uma quantidade residual minima de plasma, em cerca de 100 ml de
solucdo salina com adenina, glicose e solucdo de manitol, ou, qualquer outra solugao
equivalente com nutrientes para as hemacias. Contém 15g/100ml de hemoglobina e um
hematocrito de 50 a 70%. Assim como o concentrado de hemacias, uma unidade de

suspensdo provém de uma unica doagdo (OMS, 2002).
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Tem como vantagens, uma diminui¢do de viscosidade facilitando a infusdao e, uma
melhor preservacao dos globulos vermelhos durante o armazenamento, conferindo um
tempo de semi-vida maior que do sangue total ou concentrado de hemacias (42 dias).
Parametros de administragao, riscos de infe¢do e indicagdes terapéuticas, sdo as mesmas

que das unidades descritas anteriormente (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

5.4 - Hemacias Leucodepletadas

O concentrado de hemdcias também contém gloébulos brancos do sangue doado, o que
em alguns pacientes causa reagdes febris ndo hemoliticas. A leucorreducao pode ser
aplicada através do uso de um filtro especial de deplegao leucocitaria, reduzindo o risco
de reacdes transfusionais febris ndo hemoliticas, transmissdao de citomegalovirus e
imunomodulacdo, especialmente em pacientes que recebem transfusdes repetidas. O
filtro ¢ melhor usado no momento da transfusdo de forma a evitar qualquer
contaminagdo do sangue estéril antes de este sair do banco de sangue. (OMS, 2002;

Shaz et al., 2013)

5.5 - Concentrado de Plaquetas
O concentrado de plaquetas pode ser obtido a partir de unidades individuais de sangue

total ou por aférese, coletadas de doador inico (OMS, 2002; Shaz et al., 2013)

Os concentrados provenientes de uma unidade de sangue total tem um volume de 40 a
70 ml com uma concentracio minima de plaquetas de 5,5 x 10'%L , no entanto, uma
dose terapéutica para um adulto, requer um minimo de 24 x 10'%/L. Para se obter uma

dose terapéutica, ¢ necessario a mistura de 4 a 6 unidades de sangue total a que

chamamos de "pools"(OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

Aférese, em medicina, ¢ um processo estéril e especializado que consiste na recolha
seletiva de um determinado componente sanguineo, normalmente de plasma ou
plaquetas. E usado um aparelho automatico que recolhe o sangue e, através de um
separador celular, retém as plaquetas, e devolve os restantes ao dador através da mesma
pungdo. Os concentrados de plaquetas por aférese apresentam um volume de 150 a 300
ml, com um concentragio minima de 3 x 10'!'/L, podendo ser utilizada como dose

terapéutica (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).
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Os concentrados de plaquetas coletados por aférese (plaquetaférese) apresentam grandes
vantagens em relagdo dos provenientes de unidades de sangue total. A necessidade de
apenas um dador, evita a formagdo de “pools”, onde existe um risco aumentado de
contaminagdo bacteriana e, transmissdo de infecdes devido a mistura de sangue de
diferentes dadores. Por outro lado, a obtengdo especifica de plaquetas, evita o
aparecimento de anemia sintomdtica no dador e permite ao dador fazer este tipo de
intervengdes mais frequentemente que no caso da doagdo de sangue normal (OMS,

2002; Shaz et al., 2013).

O uso destes concentrados estd indicado no tratamento de hemorragias derivadas de
trombocitopenia ou de disturbios da funcdo plaquetar, ¢ na profilaxia de hemorragias
derivadas de trombocitopenia como no caso de faléncia medular. Como
contraindicagdes apresentam-se os casos de purpura trombocitopénica idiopatica (PTI),
purpura trombocitopénica trombética (PTT), coagulacdo intravascular disseminada nao
tratada (CIVD) e trombocitopenia associada a septicémia. Evita-se também utilizar
como profilaxia de hemorragias em pacientes cirirgicos, a menos que se tenha

conhecimento da deficiéncia plaquetaria em pré-operatorio (OMS, 2002).

As plaquetas sdo armazenadas a temperatura ambiente (20-24 ° C) com agitacdo suave
durante um maximo de cinco dias. Uma vez que o sistema tenha sido aberto ou reunidas
as plaquetas, o produto deve ser transfundido dentro de quatro horas por causa do risco

de proliferagdo bacteriana (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).
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5.6 - Plasma Humano / Plasma Fresco Congelado

O plasma ¢ separado de uma unidade de sangue total, ou coletado diretamente do dador
por plasmaférese, sendo que uma unidade contém um volume de 200 a 300 ml,
existindo também bolsas menores para criancas. Os tipos de plasma que sao usados nos
servicos de transfusao incluem: plasma fresco congelado (PFC), plasma descongelado
(PD), crioprecipitado e, mais recentemente desenvolvido pela industria, PFC viralmente
inativado por tratamento de solvente/detergente (plasma-SD) o qual ¢ atualmente
comercializado em Portugal pelo nome de Octaplas (Infarmed, 2015a; Liumbruno,

Bennardello, Lattanzio, Piccoli, & Rossetti, 2009a; OMS, 2002, 2009).

O plasma deve ser separado do sangue total e congelado, entre 6 a 8 horas apds a
doacdo, de maneira a preservar os fatores de coagulacdo labeis (Fatores V e VIII). Este
pode ser armazenado durante um ano, no minimo a 18°C negativos, sendo porém,
recomendada a temperatura igual ou inferior a 25°C negativos para prolongar o tempo
de estante para 1 ano. Em certos casos nos Estados Unidos da América, quando
aprovados pela FDA, pode-se conservar a 65°C negativos por uma duragdo de 7 anos. O
congelamento permite a preservagdo dos fatores da coagulacdo, fibrindlise e
complemento, além de albumina, imunoglobulinas, outras proteinas e sais minerais de
forma a manter as suas propriedades constantes (Liumbruno et al., 2009a; OMS, 2002;

Shaz et al., 2013).

As indicagdes para o uso de PFC sao restritas a propriedade do plasma conter as
proteinas de coagulagdo. Desta forma, deve ser usado no tratamento de pacientes com
distarbios de coagula¢do, nomeadamente naqueles com deficiéncia de multiplos fatores
apenas quando nao houver disponivel produtos com concentrados estaveis de fatores da
coagulacdo e menor risco de contaminagdo viral. Tendo esta informagdo como base, o
PFC pode ser usado no tratamento de hemorragias derivadas de distarbios de
coagulagdo, coagulacdo intravascular disseminada (CIVD), Purpura trombocitopénica
trombotica (PTT), reversdo da sobrecarga de anticoagulantes orais (varfarina) na
presenca de hemorragia e reposicdo de fatores de coagulacdo em doencas hepaticas

(Liumbruno et al., 2009a; OMS, 2002).

Nao ¢ recomendada a utilizagdo de PFC como fluido de reposi¢do nos casos de
hipovolémia: pois existe pouca evidéncia de beneficios clinicos adicionais sobre a
reposicao de fluidos comparativamente aos cristaloides e coloides; apresenta o0 mesmo

risco de infecdo que o sangue total e, o plasma ¢ muito mais caro comparado com os
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cristaloides que nao acarretam riscos de infecdo transmissiveis. E também
contraindicado em situacdes de hemorragias sem coagulopatias, na corre¢dao de testes
anormais de coagulagdo na auséncia de hemorragia, perda proteica e imunodeficiéncias

(Liumbruno et al., 2009a; OMS, 2002).

A dose inicial ¢ de 15 ml/kg, onde cada unidade aumenta os niveis dos fatores de
coagulagdo do paciente em 20% a 30%, devendo-se parar assim que os niveis
hemostaticos forem atingidos. A unidade deve ser ABO compativel de modo a evitar
riscos de hemolise no recetor. O plasma deve ser descongelado a temperatura corporal
antes do seu uso, durante cerca de 20 minutos, ndo excedendo os 37°C de modo a evitar
a destruicdo das proteinas plasmaticas. Uma vez descongelado deve ser mantido sob
refrigerag¢do entre 2 a 6°C, temperatura na qual os fatores de coagulacdo diminuem para
10 a 20% num espago de 48 horas, devendo assim ser administrado até 6 horas apds
descongelamento, de forma a evitar a diminui¢ao dos fatores labeis. Caso contrario fica
classificado como PD, podendo ser armazenado a temperaturas de refrigeracdo até 5
dias, sob a penalidade de grande redugdo dos fatores labeis (Liumbruno et al., 2009a;

OMS, 2002; Shaz et al., 2013).

A transfusdo de plasma apresenta a possibilidade de eventos adversos infeciosos € nao
infeciosos. Doengas transmitidas por transfusdo, tradicionalmente incluem HIV,
hepatite B e hepatite C, que sdo atualmente raros devido aos processos de controlo
atuais. Os riscos ndo infeciosos traduzem-se por reacdes alérgicas, reagdes hemoliticas,
sobrecarga circulatoria associada a transfusdo e TRALI (Transfusion-Related Acute

Lung Injury) (Shaz et al., 2013)

Na eventualidade de haver instalagdes disponiveis, o plasma deve ser fracionado e
processado garantindo derivados plasmaticos viralmente inativados para aplicagdes

terapé€uticas mais seguras (OMS, 2002).
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5.7 - Crioprecipitado

O crioprecipitado € preparado a partir do PFC, do qual ap6és descongelado a temperatura
de 2 a 6°C, se retira de imediato o plasma sobrenadante para uma bolsa satélite
acoplada, deixando um volume residual de precipitado. Este produto ¢ recongelado no
periodo de 1 hora, e armazenado sobre os mesmo parametro que o PFC obtendo assim
uma validade de 1 ano. Cada unidade de crioprecipitado deve ter um volume
aproximado de 15 ml, e valores de fator VIII e fibrinogénio > 80UI e > 150mg
respetivamente. Adicionalmente, cada unidade contém 80 a 120 UI de Fator von
Willebrand, 40 a 60 UI de Fator XIII e proteinas adesivas de fibronectina (OMS, 2002;
Shaz et al., 2013; Silva, 2008).

Tabela 5 - Derivados plasmaticos e respetivos tempos de semi-vida presentes numa bolsa de
crioprecipitado com volume de 10-15 ml (Ministério da Satde do Brasil, 2010)

Fatores de Coagulacio Quantidade/bolsa Tempo de semi-vida
Fibrinogénio 150-250 mg 100-150

Fator VIII 80-150 UI 12

Fator von Willebrand 100- 150 UI 24

Fator XIII 50-75 UI 100-300

O crioprecipitado ¢ usado como principal fonte de concentrado de fibrinogénio em
casos de hipofibrinogenemia (congénita ou adquirida) e disfibrinogenemia, com
hemorragias ativas ou procedimentos cirurgicos, e, em casos de coagulopatias
adquiridas como a coagula¢do intravascular disseminada. Devido ao conteudo de FVIII,
FvW e FXIII, o crioprecipitado pode ser usado em pacientes com hemofilia A, doenca
de von Willebrand e/ou deficiéncia de fator XIII, mas apenas quando os produtos
indicados a estas patologias se encontram em falta (Kasper et al., 2015; OMS, 2002;
Shaz et al., 2013).

Na reposicdo dos niveis de fibrinogénio, uma unidade de crioprecipitado ira aumentar a
concentragdo de fibrinogénio em aproximadamente 50 mg/dl por 10 kg de peso
corporal, enquanto os valores normais de fibrinogénio no adulto variam entre os 150 a
400 mg/dl. Isto implica que o crioprecipitado seja habitualmente administrado aos
adultos em doses superiores a 6 unidades de dadores, dependendo das necessidades do

paciente. Estas podem ser fornecidas por doses multiplas de dador tnico ou em bolsas
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proveniente de 6 ou mais dadores em forma de “pool” (Monroe et al., 2010; OMS,

2002; Shaz et al., 2013).

Para a administracao deste produto deve-se descongelar num banho de 4gua a 30 — 37°C
durante cerca de 15 minutos e agrupado com as restantes unidade para uma mais facil
administracdo. A criacdo de uma “pool” de crioprecipitado pré-congelamento também ¢
possivel, o que facilita o processo de descongelamento e administracdo, especialmente
em momentos de emergéncia, tais como trauma ou transplante de figado. Apos
descongelamento, uma unidade Unica de crioprecipitado expira em 6 horas enquanto as
“pools” em 4 horas, pelo que devem ser infundidas/administradas o quando possivel.
Uma vez que o crioprecipitado tem quantidades minimas de hemécias ou aglutininas,
ndo ¢ necessario usar-se um produto compativel com o sistema ABO no paciente, a ndo

ser por precaucdo, em transfusoes neonatais (OMS, 2002; Shaz et al., 2013).
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Capitulo 6 — Distirbios da Coagulacao
Pacientes com deficiéncias genéticas de fatores de coagulacdao de plasma, exibem ao

longo da vida episodios hemorragicos recorrentes em articulagdes, musculos e espacos
sinoviais, espontaneamente ou apos uma lesdo. As deficiéncias hereditarias mais
comuns de fatores de coagulagdo sao as hemofilias, ligadas ao cromossoma X causando
deficiéncia de fator VIII (hemofilia A) ou fator IX (hemofilia B), e a doenga de von
Willebrand com deficiéncia ou alteracao funcional do fator von Willebrand, associadas
ao cromossoma 12. Existem outros disturbios hemorragicos raros devido a deficiéncias
de outros fatores, incluindo FII, FV, FVII, FX, FXI, FXIII e fibrinogénio. Estes sao

geralmente herdados de forma autossomica recessiva (Tabela 6) (Kasper et al., 2015).

Tabela 6 - Carateristicas genéticas ¢ laboratoriais dos distirbios de coagulagdo herdados

Prevalence Laboratory Abnormality” Minimum
Clotting Factor in General Hemostatic
Deficiency Inheritance Population aPTT PT T Levels Treatment Plasma Half-Life
Fibrinogen AR 1in 1,000,000 + + + 100 mg/dL Cryoprecipitate 2-4d
Prathrombin AR 1in 2,000,000 + + = 20-30% FFP/PCC 3-4d
Factor V AR 1in 1,000,000 +/— +/— = 15-20% FFP 36h
Factor VIl AR 1in 500,000 = + = 15-20% FFP/PCC 4-6h
Factor VIl ¥-linked 11in 5,000 1 - = 30% FVIIl concentrates 8-12h
Factor IX X-linked 1in 30,000 + - — 30% FIX concentrates 18-24 h
Factor X AR 1in 1,000,000 +/— +/— - 15-20% FFP/PCC 40-60 h
Factor XI AR 1in 1,000,000 + 15-20% FFP 40-70 h
Factor XII AR ND t ’ ’ 60 h
HK AR ND + - - o b 150 h
Prekallikrein AR ND + - - B 35h
Factor XIII AR 1in 2,000,000 = = = 2-5% Cryoprecipitate/FXIII 11-144d
concentrates
Values within normal range () or prolonged (+). "No risk for bleeding; treatment is not indicated
Abbreviations: aPTT, activated partial thromboplastin tirr autosomal recessive; FFP fresh-frozen plasma; HK, high-molecular-weight kininogen; ND, not determined; PCC, prothrom-
bin complex concentrates; PT, prothrombin time; TT, thrombin time.

Os testes hemostaticos habitualmente utilizados fornecem uma triagem inicial para a
atividade dos diferentes fatores de coagulacdo, e estes dividem-se em tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa). O TP ¢ um teste
que avalia a via extrinseca e comum de coagulacdo, nomeadamente a atividade dos
fatores II, V, VII e X. Este teste consiste na adi¢do de tromboplastina (fator tecidual)
ativando o FVII e consequentemente o complexo protrombinase, acabando na producao
de trombina. Um TP prolongado pode indicar deficiéncias hereditarias ou adquiridas, tal
como deficiéncia de vitamina K, doencas hepaticas etc. Ja o TTPa ¢ um teste de triagem
indicado na avaliacdo da atividade dos fatores da via intrinseca e comum da coagulac¢do,
detetando as deficiéncias dos fatores VIII, IX, XI e XII, precalicreina e cininogénio de
alto peso molecular (Kasper et al., 2015; Ministério da Saude (Brasil), 2010; Vivas,
2008).
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E necessario também monitorizar a presenca de inibidores e o uso de heparina ndo
fracionada visto que podem adulterar os resultados obtidos. Um TP anormal isolado
sugere deficiéncia de FVII, enquanto um TTPa indica mais frequentemente hemofilia ou
deficiéncia do FXI (Tabela 6). O prolongamento de ambos TP e TTPa sugerem
deficiéncia de FV, FX, FII ou anormalidades de fibrinogénio. A adi¢ao do fator de
coagulacdo em falta para o plasma do paciente, numa dose calculada para superar a
deficiéncia, ird corrigir os tempos de coagula¢do anormais, sendo o resultado expresso
em percentagem relativamente a atividade observada em individuos normais (Kasper et

al., 2015).

6.1 - Terapéutica de Hemofilia

A profilaxia primaria ¢ definida como uma estratégia para manter o fator de coagulacao
em falta em niveis acima de 1%, até se atingirem niveis fisioldgicos normais, a fim de
evitar sangramento e, especialmente o aparecimento de hemartroses. As consideracdes
gerais relativamente ao tratamento de sangramentos na hemofilia incluem a urgéncia de
se iniciar a terapéutica o mais cedo possivel por causa da eficicia superior de uma
intervengdo terapéutica precoce, evitando o aparecimento de sequelas; e a necessidade
de evitar farmacos que dificultem a func¢do das plaquetas, tais como, aspirina ou anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINEs), com exce¢do de certos inibidores de COX-2. Para
o controlo da dor, ¢ preferivel firmacos como paracetamol. Em casos de dor mais fortes
e em pos-operatorio, morfina ou outros analgésicos narcoticos podem ser dados,
seguidos por um opidide por via oral, tais como tramadol, codeina e outros (Kasper et

al., 2015; Srivastava et al., 2012).

Os FVIII e FIX s3o doseados em unidades. Uma “Unidade Internacional” (UI) ¢
definida como a quantidade de FVIII (100 ng/mL) ou FIX (5 ug/ml) em 1 ml de plasma
normal (Kasper et al., 2015).

O calculo da dose necessaria de FVIII baseia-se na observagao empirica de que 1 Ul de
FVIII por kg de peso corporal aumenta a atividade do fator de plasma em 2%. Por
exemplo, pode-se calcular a dose necessaria para aumentar os niveis de FVIII num
paciente hemofilico grave (<1%) de 70 kg, para 100% utilizando a férmula abaixo.
Assim, 3500 unidades de FVIII vao elevar o nivel de circulagdo para 100% (Kasper et

al., 2015).
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Formula 1 — Calculo da Dose Necessaria de FVIII (Kasper et al., 2015).

Dose FVIII (UI) = peso corporal (kg) x aumento de FVIII desejado (% ou Ul/dl) x 0,5 |‘

As doses para a substitui¢do de FIX diferem das FVIII, uma vez que a recuperagdo de
FIX pos-infusdo ¢ geralmente de apenas 50% do valor previsto. Portanto, a formula para

a substitui¢ao FIX é:

Formula 2 — Célculo da Dose Necessaria de FIX (Kasper et al., 2015).

Dose FIX (UI) = peso corporal (kg) x aumento de FIX desejado (% ou Ul/dl) x 1 |‘

No caso dos seguintes eventos hemorragicos, a atividade dos fatores VIII e IX nao
devem cair abaixo dos niveis de atividade plasmatica indicados (em “% do normal” ou
“Ul/dI”) no periodo correspondente. As tabelas seguintes podem ser utilizadas para
orientar as dosagens em episodios hemorragicos e cirurgias nos pacientes de hemofilia
A (Tabela 7) e hemofilia B (Tabela 8) (EMA, 2010a, 2012b; Kasper et al., 2015;
Srivastava et al., 2012).

Tabela 7 - Guia terapéutico da Hemofilia A (EMA, 2012b).

Grau de hemorragia / Nivel de fator Frequéncia de administracio (horas) / Duracio da
Tipo de procedimento VIII necessario Terapéutica (dias)
cirdrgico (%) ou (Ul/dl)
Hemorragias
Hemartrose precoce, 20 —40 Repetir cada 12 a 24 horas, pelo menos 1 dia até
hemorragia muscular ou resolucdo do episddio hemorragico, indicado pelo
hemorragia oral desaparecimento da dor, ou até se verificar a
cicatrizacao.

Hemartrose extensa, 30 - 60 Repetir a perfusdo cada 12 a 24 horas durante 3 - 4 dias
hemorragia muscular ou ou mais, até resolug@o da dor e da incapacidade aguda.
hematoma
Hemorragias com risco 60 —-100 Repetir a perfusdo cada 8 a 24 horas até resolucdo da
de vida ameaga.
Cirurgias
Pequena cirurgia: 30-60 Cada 24 horas, pelo menos 1 dia, até se verificar

) cicatrizagao.
Incluindo extragdo
dentaria
Grande cirurgia 80 - 100 (pré-e Repetir a perfusdo cada 8 - 24 horas, até adequada

poOs-operatorio) cicatrizacdo da ferida, seguindo-se pelo menos, mais 7
dias de terapéutica para manter uma atividade de fator
VIII entre 30% a 60% (UI/dl).
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Tabela 8 - Guia terapéutico da Hemofilia B (EMA, 2010b).

Grau de hemorragia / Nivel de fator IX  Frequéncia de administracio (horas) /Duracio da
Tipo de procedimento necessario (%) Terapéutica (dias)

cirargico ou (Ul/dl)

Hemorragia

Hemartrose na fase 20 -40 Repetir cada 24 horas. Pelo menos 1 dia até resolugdo
inicial, hemorragia do episddio hemorragico, avaliado pela dor, ou até se
muscular ou hemorragia verificar a cicatrizagdo.

oral

Hemartrose mais 30-60 Repetir a perfusdo cada 24 horas durante 3 - 4 dias ou
prolongada, hemorragia mais até resolucdo da dor e da incapacidade aguda.

muscular ou hematoma

Hemorragias com risco 60— 100 Repetir a perfusdo cada 8 a 24 horas até resolucdo da

de vida situacdo de risco.

Cirurgia

Pequena cirurgia: 30-60 Cada 24 horas, pelo menos 1 dia, até se verificar a
cicatrizacdo.

Incluindo extracio

dentaria

Grande cirurgia 80 - 100 (pré- e Repetir a perfusdo cada § - 24 horas até adequada

cicatrizacdo da ferida, seguindo-se, pelo menos, mais
7 dias de terapéutica para manter uma atividade de
fator IX entre 30% a 60% (UL/dl).

pbs-operatorio)

Sendo o tempo de semi-vida do FVIII de 8-12 horas, este requer inje¢des duas vezes por
dia para manter os niveis terap€uticos, enquanto o tempo de semi-vida do FIX, sendo
mais longo, aproximadamente de 24 h, uma injecdo por dia € suficiente. A infusdo
continua de fator pode ser desejavel em situagdes de pds-cirurgia, devido a uma maior

seguranc¢a na manuten¢do dos niveis de fator (Kasper et al., 2015).

6.2 - Desmopressina

Este tipo de terapia consiste na administracdo de 1-desamino-8-D-arginina vasopressina
(DDAVP) mais conhecida por desmopressina. A desmopressina ¢ um analogo sintético
da vasopressina que provoca um aumento temporario do FVIII e fator de von
Willebrand (FvW) através de um mecanismo que envolve a libertacdo destes fatores a
partir de células endoteliais. Contudo, a desmopressina ndo tem qualquer efeito no FIX,
podendo apensas ser utilizada no tratamento da hemofilia A e na doenca de von

Willebrand (NHLBI, 2007; OMS, 2002).

Os pacientes com hemofilia A ligeira ou moderada devem ser testados para determinar

se respondem ao tratamento de DDAVP antes da sua aplicacdo terapéutica. Em
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pacientes com doenca de von Willebrand, o uso de desmopressina ¢ contraindicado no
tipo 2B e ndo tem efeito nos pacientes tipo 3. A repeticdo de 3 dosagens consecutivas
tornam o efeito do farmaco ineficaz, uma vez que a dosagem repetida de DDAVP
resulta em taquifilaxia visto que o mecanismo consiste no aumento da libertagdo dos

fatores, e ndo na nova sintese de FVIII e FvW (Kasper et al., 2015).

A desmopressina pode ser administrada por via intravenosa ou por pulverizagao
intranasal de alta concentragdo (1,5 mg / mL), sendo esta tltima via, uma terapia nao
transfusional pratica para administracdio em casa. O pico de atividade, quando
administrada por via intravenosa, ¢ de aproximadamente 30 minutos, enquanto quando
administrado por via intranasal é de 2 horas. Para pacientes que ndo respondem a este
tratamento ou em que a desmopressina ¢ contra indicada, ¢ necessario recorrer a terapia
de substitui¢cdo por infusao de concentrado de FvW, VIII-FvW ou de FVIII, consoante o

caso. (Bertolini et al., 2013; Jodo, 2001; Kasper et al., 2015; Shaz et al., 2013).

6.3 - Desenvolvimento de inibidores

A administracdo de fatores de coagulacdo tornou-se uma terapéutica comum, no
entanto, a tolerancia imunologica adquirida foi um grave problema que se desenvolveu
a qual inibe a efetividade do tratamento. A formacao de alo-anticorpos (inibidores) ao
FVIII ou ao FIX, por parte do doente, ¢ hoje em dia a maior complica¢do no tratamento
da hemofilia, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade. Pacientes com
auséncia de produgdo de FVIII ou FIX, e que usam fatores recombinantes como
terapéutica em vez dos concentrados plasmaticos, t€ém uma maior probabilidade de
desenvolverem inibidores. A prevaléncia dos inibidores de FVIII ronda os 5-10% de
todos os casos de hemofilia A e em casos graves chegam aos 20%, enquanto para o FIX
da hemofilia B, se limitam a 3-5%. Ja o aparecimento dos inibidores desenvolve-se mais
facilmente em casos de hemofilia A grave durante os primeiros 150 dias apds exposi¢ao

ao tratamento (Bertolini et al., 2013; Coppola, 2010).

O diagnostico dos inibidores pode ser feito clinicamente e laboratorialmente. A nivel
clinico, a redugdo da eficacia do concentrado de fator infundido, o aumento de
ocorréncia de episddios hemorragicos e a necessidade de aumentar o consumo de
concentrado de fatores, sugere o desenvolvimento de inibidores por parte do paciente. A

nivel laboratorial, o teste que confirma a presenca ¢ um TTPa misturado com plasma
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saudavel. Na maioria dos pacientes com hemofilia, a mistura de 1:1 corrige por
completo o tempo de coagulacdo. No entanto, num paciente com inibidores, mesmo
apods a mistura o tempo de coagulagdo sera sempre anormalmente prolongado devido ao
efeito neutralizador nos fatores de coagulagdo por parte do inibidor. O teste Bethesda ¢
utilizado para a quantificagao de inibidores, cujos resultados sao expressos em Unidades
Bethesda (UB) correspondendo a quantidade de anticorpos circulantes capazes de
inativar 50% do fator VIII ou IX existente em 0,1 ml de plasma normal (Baxter, 2013;

Bertolini et al., 2013; Chaves & Rodrigues, 2008; Vieira, 2012).

Clinicamente, pacientes com inibidores sdo classificados como inibidores de baixo
titulo ou alto titulo, de forma a fornecer orientagdes para uma terapia ideal. A terapia de
inibidores visa o controlo dos episédios hemorragicos agudos e a erradicagdo dos

inibidores (Bertolini et al., 2013).

Pacientes com baixo titulo de inibidores (<5 UB) sdo tratados com doses altas de fator
VIII (50-100 U/kg) resultando num aumento reduzido, ou nulo, do titulo do inibidor. No
entanto, em pacientes com inibidores de alto titulo (>10 UB) nd3o respondem a
concentrados de FVIII ou de FIX. Nestes casos, o controlo dos episédios hemorragicos
¢ alcancado usando “agentes bypass” Concentrado de Complexo Protrombinico (CCP),
e mais recentemente com FVIla recombinante, cujo uso terapéutico tem tido mais
sucesso do que o uso de CCP ou de CCPa. Para a erradicacdo dos inibidores, a
estratégia mais utilizada ¢ a inducao de tolerancia imunoldgica (IT1), baseada na infusao
diaria das proteinas em falta até ao desaparecimento dos inibidores. Normalmente este
tratamento requer periodos superiores a um ano, tendo uma taxa de sucesso de 60%.
Resultados promissores foram obtidos na adi¢do de anti-CD20 (anticorpo monoclonal -
rituximab) como coadjuvante na erradicacdo de niveis elevados de inibidores em

doentes submetidos a ITI (Bertolini et al., 2013; Coppola, 2010; Shaz et al., 2013).
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6.3.1 - Agentes Bypass

Em Portugal como Agente Bypass temos o Feiba®, um complexo Protrombinico
ativado contendo FII, FIX e FX inativado e FVII recombinante ativado. E indicado para
o tratamento e profilaxia em doentes com hemofilia A ¢ B com inibidores dos seus
respetivos fatores ¢ em doentes ndo hemofilicos com inibidores adquiridos. A
administracio deste fArmaco varia dependendo da indica¢do. A Tabela 9 abaixo contém
resumidamente a “guideline” quanto a dose de Feiba NF a administrar consoante o tipo

de hemorragia (Baxter, 2011; George, 2015).

Tabela 9 - Guia de dosagens de acordo com o tipo de hemorragia, traduzido e adaptado (Baxter, 2011)

Indicacdo Ulkg Intervalos Informacgdo adicional
de dosagem

Continuar o tratamento até que sinais claros de
melhoria clinica aparecam (por exemplo, alivio da
dor, redug¢do de inchago ou a mobilizacdo da

Hemorragia articular 50-100 12 horas articulagao).

Duas administracdes de 100 unidades / kg por dia
ou uma dose diaria total de 200 unidades / kg, a
qual geralmente nao deve ser excedida.

Acompanhar atentamente o paciente (ex: examinar
até a cessacdo de hemorragias visiveis) e realizar

Hemorragia das medicdes repetidas ao hematdcrito do paciente.

mucosas

50-100 6 horas
Duas administra¢cdes de 100 unidades / kg por dia

ou uma dose diaria total de 200 unidades / kg, a
qual geralmente nao deve ser excedida.

Hemorragia de
tecidos moles Uma dose diaria total maxima de 200 unidades /

100 s kg ndo devera ser excedida.
(ex:retroperitoneal)
Pode ser indicada em intervalos de 6 horas até que
uma melhoria clinica evidente seja alcancada.
) Doses tinicas de 100 unidades / kg e uma dose
Hemorragia Severa 100 6-12 horas

diaria de 200 unidades / kg ndo devem ser
excedidas, a menos que a gravidade da hemorragia
fundamente e justifique a utilizagdo de doses mais
elevadas.

No caso de hemorragias em articulagdes, muisculos ou tecidos moles, recomenda-se uma
dose inicial de 50 — 75 UI/Kg de 12 em 12 horas até a obteng@o de sinais de melhoria
clinica. Em casos mais grave recomenda-se o aumento da dose para 100 U/Kg. Em
hemorragias da membrana mucosa, como em intervengao cirtrgica, ¢ aconselhado o uso

de uma dose de 50 UI/Kg de 6 em 6 horas, podendo-se aumentar para 100 UI/Kg caso a
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hemorragia nao pare. Em hemorragias severas como a do SNC, ¢ aconselhado iniciar a
terapéutica com uma dosagem de 100 UI/Kg de 12 em 12 horas, podendo ser
administrada de 6 em 6 horas em situacdes mais especificas. Em qualquer um dos casos,
¢ imperativo ndo exceder a dose maxima didria de 200 UI/Kg, pois pode induzir
complicagdes tromboembolicas € em situagdes mais raras, ocorréncia de enfarte do

miocardio (Baxter, 2011, 2013; George, 2015).

Esta formulagdo deve ser conservada a temperaturas inferiores a 25 °C e nao pode ser
congelada. Apos reconstitui¢ao tem validade de 3 horas e em embalagem fechada de 2

anos (Baxter, 2013; Infarmed, 2015a).
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6.4 - Farmacos recombinantes usados em Portugal

6.4.1 - Eptacog alfa

O eptacog alfa (ativado) ¢ um fator VIIa recombinante de coagulagdo humana, que atua
diretamente sobre o FX, independentemente da ativacao do FVIII e do FIX. O eptacog
alfa reduz o risco de transmissao de agente infeciosos, porque ¢ desenvolvido por

tecnologia recombinante e nao através do plasma humano, (EMA, 2010c).

Em Portugal, esta molécula esta disponivel com o nome NovoSeven®, sob a forma de
um po e de um solvente, para ser reconstituido numa solugdo injetavel e administrado
na forma de boélus. Este medicamento ¢ utilizado no tratamento e profilaxia de crises
hemorragicas, seja em doentes com hemofilia congénita, adquirida ou desenvolvimento

de inibidores do FVIII ou FIX (EMA, 2010c).

Os efeitos adversos ndo sdo comuns. No entanto, as mais frequentes (com uma
incidéncia de 1 em cada 1000 a 10000 pacientes) incluem a diminui¢do da resposta
terapéutica, pirexia, erup¢des cutaneas, prurido, urticarias e acontecimentos
tromboembdlicos venosos. Como contra indicacdo, o eptacog alfa ndo pode ser
administrado a pessoas com hipersensibilidade a esta substidncia, ou com alergia a

proteinas de rato, hamster ou bovinas (EMA, 2010c).

O NovoSeven® tem um prazo de validade de 3 anos. Deve ser conservado a
temperaturas inferiores a 25°C ao abrigo da luz. Pode ser conservado num frigorifico
mas nao se deve congelar. Uma vez reconstituido, o produto deve ser usado
imediatamente. Contudo se por algum motivo ndo o for, o prazo de validade em
temperaturas inferiores a 25°C ¢ de 6 horas, podendo atingir um maximo de 24 horas de

validade se for preservado entre 2 a 8°C (EMA, 2010c).

6.4.2 - Octocog alfa

O octocog alfa ¢ um fator de coagulagdo humano VIII recombinante utilizado no
tratamento da hemofilia A. Atualmente existem em Portugal trés formulagdes
disponiveis de octocog alfa, Advate, Helixate NexGen e Kogenate. Os trés sdo
medicamentos de p6 e solvente para solucdo injetavel, utilizados no tratamento e
profilaxia de hemorragias em doentes com hemofilia A. Contudo, nenhum deles possui
fator von Willebrand, logo ndo estdo indicados para doenga de von Willebrand (EMA,

2012a, 2012b, 2012c).
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O Advate da Baxter AG. ¢ produzido por tecnologia recombinante em células de ovario
de hamster Chinés (CHO), enquanto o Helixate NextGen e o Kogenate, ambos da Bayer
Pharma AG., utilizam a mesma tecnologia para obter o FVIII recombinante a partir de
células renais de hamster bebé (BHK), contendo o gene humano do FVIII. A dose,
frequéncia e duragdo da terapéutica de substituicdo de qualquer um dos produtos
referidos, devem ser determinadas de acordo com as necessidades do doente. O
tratamento “on demand” deve ser feito utilizando a Formula 1 e a Tabela 7 como
referéncia. Todos eles apresentam reagdes adversas, sendo que as mais frequentes se
apresentem sob a forma de reagdes relacionadas com a pele, como prurido e urticaria
mas também, e mais grave, a formacao de inibidor do FVIII (EMA, 2012a, 2012b,
2012c).

Estes produtos devem ser armazenados ao abrigo da luz, entre 2 — 8°C, sendo
imperativo nao deixar congelar obtendo, desta forma, um prazo de validade médio de 2
anos. Podem no entanto ser conservados a temperatura ambiente (<25°C), com a
desvantagem de reduzir o seu prazo de validade para 2 a 12 meses conforme a
preparagdo ou produto. Se tal for o caso, deve ser escrito na embalagem o novo prazo de

validade, e o produto ndo podera ser posto de volta no frigorifico (Infarmed, 2015a).

6.4.3 - Moroctocog alfa

O moroctocog alfa ¢ também um FVIIIr, comercializado atualmente em Portugal sob o
nome de ReFacto AF por parte da Pfizer Ltd. Este produto sob a forma de po e solvente
para solugdo injetavel ¢ produzido por tecnologia recombinante em células de ovario de
hamster chinés (CHO). Tal como a molécula octocog alfa, este ndo predispoe o FvW
incluido portanto também ndo esta indicado para a doenca de von Willebrand (EMA,

2015; INFARMED, 2015).

Como qualquer terapéutica & base de FVIII no tratamento e profilaxia de hemofilia A, a
posologia deste produto deve ter em conta a Formula 1 e a Tabela 7 como orientacdo
para a dose a administrar em episddios hemorragicos e durante cirurgias. Ter em
atencdo a possibilidade de reacdes alérgicas por parte do paciente as proteinas de
hamster e, caso o paciente estiver com ingestao controlada de sodio, o facto de, apds a
reconstituicdo de ReFacto AF, este apresentar 1,23 mmol (29 mg) de soédio por frasco.

Semelhantemente ao octocog, o moroctocog apresenta re¢oes adversas frequentes como
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cefaleias, nauseas acompanhadas de vomitos, vasculopatias como hematomas e o

desenvolvimento de inibidores de FVIII (EMA, 2015).

O ReFacto AF deve se armazenado e transportado dentro da embalagem a uma
temperatura de 2 — 8°C, ndo podendo ser congelado, tendo um prazo de validade de 3
anos. Pode também ser armazenado a temperatura ambiente (<25°C) tendo demonstrado
um prazo de validade de 3 meses. Apds reconstituicdo o ReFacto apresenta uma
estabilidade fisica e quimica durante 3 horas durante as quais deve ser utilizado ou

descartado (EMA, 2015; INFARMED, 2015).

6.4.4 - Nonacog alfa

O nonacog alfa ¢ um fator de coagulacdo humano IX recombinante, indicado no
controlo e profilaxia de episddios hemorragicos de rotina ou cirurgica em doentes com
hemofilia B. Em Portugal esta molécula ¢ comercializada pela Pfizer Ltd., com o nome
de BeneFIX. O FIXr ¢ secretado por células mamiferas geneticamente manipuladas

derivadas de linhagens celulares do ovario de hamster Chinés (CHO) (EMA, 2010b).

A utilizagdo da terapéutica de substituicdo depende da gravidade da deficiéncia de FIX
e do estado clinico em geral do paciente. Como tal, para um tratamento “on demand” ¢
necessario calcular a dose necessaria utilizando a Férmula 2 como auxilio do Tabela 8
para orientacdo da posologia em caso de episodios hemorragicos e cirurgia. A
administragdo deste farmaco por perfusdo continua ndo ¢ recomendada. As reagdes
adversas mais comuns associadas a administracdo desta formulagdo incluem, o
desenvolvimento de inibidores, cefaleias niuseas e a formacdo de trombos (EMA,

2010b; Shaz et al., 2013).

O transporte e armazenamento deste produto deve ser feito ao abrigo da luz, entre os 2 -
8°C, tendo o cuidado de nao deixar congelar, mantendo assim uma validade de 2 anos.
Caso seja armazenado a temperatura ambiente, se ndo exceder os 30°C, poderd ser
utilizado num periodo de 6 meses. Apds reconstituicao, se nao utilizado de imediato, o
produto ird manter uma estabilidade quimica e fisica durante 3 horas a temperaturas até

25°C (Infarmed, 2015a).
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Capitulo 7 — Fabrico de Hemoderivados
O plasma humano contém muitas proteinas que ap6s extragao, purificacdo e formulagdo

em medicamentos, sdo de grande importancia médica, mas a quantidade de plasma para
fracionamento ¢ limitado pelo numero de doadores. A nivel industrial, o fabrico de
medicamentos derivados do plasma ¢ feito através do fracionamento de grandes “pools”
de plasma, podendo ser obtido por separagao do sangue total ou por aférese. O potencial
de transmissdo viral ¢ bem reconhecido e agravado por causa do grande numero de
doagdes que sdo reunidas nas “pools”. Um Unico lote contaminado (podendo o agente
viral ser proveniente de uma unica doagdo), tem a capacidade de transmitir a doenga

viral a um grande nimero de destinatarios (Bertolini et al., 2013; EMA, 2011).

As “pools” de plasma humano sdo preparacdes estéreis congeladas, ndo pirogénicas
obtidas a partir de plasma humano derivado de dadores pertencentes ao mesmo grupo
sanguineo ABO. As medidas tomadas para prevenir a infe¢do incluem a selecdo de
dadores, o rastreio de doagdes individuais, a utilizacdo de marcadores de infe¢do em
“pools” de plasma e, inativa¢do e remocao de viral (Council of Europe, 2011; EMA,

2011).

O fracionamento de proteinas plasmaticas foi primeiro realizado por E. J. Cohn, que
estabeleceu um processo onde as proteinas plasmaticas podem ser isoladas com base em
diferentes caracteristicas de solubilidade de cada uma em: condi¢des especificas de pH,
concentracdo de proteina, temperatura, for¢a ionica, e concentracdo de etanol. Este
trabalho pioneiro foi a base para o desenvolvimento de todos os processos de
fracionamento atuais, que hoje em dia incluem novas técnicas como a abordagem
cromatografica para uma melhor pureza e recuperagdo das proteinas terapéuticas

derivadas do plasma (Bertolini et al., 2013).

O descongelamento das doag¢des de plasma é o primeiro passo no processo de
fracionamento do plasma, agrupando-se num tanque para a formagdo das “pools”. O
volume das doagdes individuais de plasma depende do método de recolha, e varia entre
250 mL para o plasma recuperado (obtido a partir de sangue total) a 700 - 800 ml de
plasma “fonte” (obtido por plasmaférese) (Bertolini et al., 2013).
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Figura 4 - Processo e etapas padrio do fracionamento de plasma, para a produgdo de proteinas

terapéuticas (Bertolini et al., 2013)
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7.1 - Métodos Precipitaciao
A tecnologia de fracionamento atual assenta em grande parte em dois métodos de
precipitacdo: a crioprecipitacdo (método fisico) e a precipitacdo fracionada com etanol

frio (método fisico-quimico) (Bertolini et al., 2013; EMA, 2011).

7.1.1 - Fisicos

A crioprecipitagao € inico o método de precipitacao fisico, habitualmente usado como o
primeiro passo na producdo de concentrados de FVIII, FvW e fibrinogénio como
descrito por Hetzl na Figura 4. A purificagdo destes fatores ¢ feita posteriormente
através de técnicas de precipitagdo, adsor¢ao dos restantes fatores de coagulagao,
separacdo cromatografica e inativacdo viral levando assim a obtencdo do produto final

(Bertolini et al., 2013; EMA, 2011).

7.1.2 - Fisico-Quimicos

Os métodos fisico-quimicos baseiam-se no fracionamento com etanol, o qual deriva do
Método de Cohn, utilizado principalmente na obten¢do de albumina e imunoglobulinas.
Este método envolve varias etapas de processamento sucessivas em concentragdes de
etanol bem definidas, associadas a mudancas de pH, temperatura, ¢ osmolalidade que
resultam na precipitagdo seletiva dos diferentes derivados plasmaticos (Bertolini et al.,

2013; Burnouf, 2007; EMA, 2011).

7.2 - Métodos Cromatograficos

A cromatografia ¢ um processo utilizado com o objetivo de obter um produto de alta
pureza assegurando uma extracdo segura de proteinas labeis, uma otimizacdo na
recuperagdo proteica e remocao dos agentes utilizados na inativagdo viral, como no caso
do solvente/detergente. Existem diferentes procedimentos cromatograficos disponiveis
para serem usados na purificacdo e producdo de produtos medicinais derivados do
plasma, sendo que a escolha do método mais eficaz tem que ter em conta a seletividade
e rendimento do seu processo. Os fatores que condicionam esta escolha dependem da
qualidade das resinas cromatograficas, capacidade da coluna, a natureza e concentracao
das proteinas alvo, forca ionica, pH dos tampdes, tempo de contato e temperatura do

processo (Burnouf, 2007; EMA, 2011).

De momento a cromatografia de troca ionica e a cromatografia de afinidade sdo os dois

métodos mais frequentemente utilizados pela industria para capturar as proteinas a uma
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forca i6nica e pH fisioldgico, de forma a melhor preservar as suas atividades funcionais.
A cromatografia de troca idnica utiliza resinas com grande capacidade de ligacdo
proteica, cujo poder de ligagdo e de elui¢do de proteinas pode ser controlado de forma
precisa, simplesmente ajustando o pH e condutividade. J4 a cromatografia por afinidade
utiliza uma tecnologia de grupos de ligandos especificos numa fase estacionaria, que
promovem a adsor¢do de proteinas presentes na fracdo utilizada, através de ligagdes
moleculares reversiveis. Podem ser usados anticorpos monoclonais assim como enzimas

ou hormonas (Bertolini et al., 2013; Burnouf, 2007).

Novas resinas estdo a ser desenvolvidas utilizando novas matrizes bem como novos
ligandos. Estas resinas mostram grande potencial, com elevadas capacidades de ligagdo
mesmo a altas condutividades, e toleram altas taxas de fluxo. Estes resultados permitem
a passagem direta da solug@o plasmatica de uma coluna para outra, sem a necessidade
de trocar o tampao ou concentracdo do mesmo, minimizando o tempo de processamento

e contribuindo para um aumento de rendimento (Bertolini et al., 2013).

Em 2005, a Prometic BioTherapeutics Inc. desenvolveu um processo cromatografico de
afinidade em cascata, que utiliza um numero de ligandos de afinidade, para a
purificagao de todas as principais proteinas plasmaticas terapéuticas. Cada passo de
adsor¢do pode ser comparado com as fragdes intermédias do Método de Cohn. Um
trabalho promissor que embora tenha praticamente os mesmos custos de processamento,
apresenta duas grandes vantagens que podem aumentar as receitas a longo prazo:
minimizam o tempo de processamento e apresentam um maior rendimento de produto

(Bryant et al., 2005).

Os processos de adsor¢cao por cromatografia, também podem contribuir para a
seguranc¢a do virus por meio de remog¢do viral moderada, nomeadamente de virus ndo
encapsulados. No entanto, devida inativagdo/remogao viral deve ser feita para assegurar

seguranca viral do produto (Bertolini et al., 2013).

7.3 - Inativacao viral

A inativacdo e remog¢do viral ¢ um processo obrigatoério na producdo de qualquer
derivado do plasma. Este processo deve ser validado em conformidade com as diretrizes
atuais, e o fornecimento de dados de todos os métodos utilizados, ¢ essencial para a

aquisicdo da licenga do produto (EMA, 2011).
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7.3.1 - Procedimentos de remocio viral

7.3.1.1. Precipitacio com etanol

O fracionamento com etanol contribui para a seguranca viral na obtengdo de produtos
de albumina e imunoglobulina, por remog¢ao de virus ao invés da sua inativa¢ao. Apesar
do efeito desinfetante do etanol, que ocorre principalmente a temperatura ambiente ou
superior, o fracionamento de plasma ¢ feito a temperaturas baixas para evitar a
desnaturagdo das proteinas. Assim, o efeito de remogdo viral por parte do etanol ¢
atingido através da compartimentacdo diferencial durante as etapas de precipitagdo,
resultando em precipitados virais e em sobrenadantes livres de virus. Os sobrenadantes
sdo posteriormente processados até se atingir o derivado plasmatico requerido (Bertolini

etal., 2013; EMA, 2011).

7.3.1.2. Reducio viral por filtracao

A nanofiltragdo ¢ usualmente utilizada para a remogao de virus de pequenas moléculas,
tais como imunoglobulinas, FIX e antitrombina. Embora seja um processo facil de se
aplicar, existem algumas dificuldades na remoc¢do dos virus de menores portes,
mantendo ao mesmo tempo um rendimento satisfatério do produto, especialmente para
o material de peso molecular elevado, tais como o Fator VIII (Bertolini et al., 2013;

EMA, 2011)

Este método ¢ dificil de monitorizar e portanto, ndo garante uma margem de seguranca
suficiente, sendo apenas utilizado como complemento no tratamento de inativagao viral,
proporcionando uma maior seguranga contra virus ndo encapsulados ou outros agentes

infeciosos resistentes (Burnouf, 2007).

7.3.2 - Procedimentos de inativagao viral

7.3.2.1. Solvente/detergente

O tratamento com solvente-detergente (SD), desenvolvido em meados dos anos 1980,
continua a ser o procedimento de inativagdo viral mais frequente na produgdo de
produtos derivados do plasma, utilizando como solvente o #ri(n-butil)fosfato combinado
com um detergente nao 16nico como o Triton X-100 ou Tween 80 (Bertolini et al., 2013;

Burnouf, 2007; EMA, 2011).
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O tratamento com SD inativa os virus com involucro lipidico dentro dos primeiros
minutos de tratamento para um nivel inferior ao limite de detecdo. Representa um
processo robusto que tolera grandes intervalos de pH, concentracdo de proteinas e
temperatura, preservando a atividade funcional at¢é mesmo das proteinas plasmaticas
mais labeis, mas nao tendo qualquer efeito em virus ndo encapsulados (Bertolini et al.,

2013; Burnouf, 2007; EMA, 2011).

Este processo necessita de ser feito na auséncia de agregados, os quais podem abrigar
virus e protege-los do tratamento. De forma a evitar este acontecimento, uma filtragao
da solugdo deve ser feita previamente, de forma a eliminar os agregados. Uma validagado
fisica deve ser efetuada durante o tratamento SD, demonstrando uma mistura
homogénea a temperaturas controladas durante todo o processo. No final, ¢ necessario
remover os agentes SD, para niveis residuais de algumas partes por milhao, geralmente
sendo feito por adsor¢do cromatografica (Bertolini et al., 2013; Burnouf, 2007; EMA,
2011)

7.3.2.2. Baixo pH

O tratamento de fragdes a pH baixo, aproximadamente de 4, ¢ um procedimento eficaz
na inativagdo de virus em geral, sejam eles encapsulados ou nao. Este processo ¢
habitualmente utilizado na obten¢do de imunoglobulinas, sendo também utlizado na
inativacdo de virus encapsulados em fragdes com etanol para produgdo de albumina

(Burnouf, 2007; EMA, 2011).

Em qualquer uma das situagdes, os fatores que determinam a eficicia deste
procedimento baseiam-se no valor de pH, o tempo e temperatura do tratamento e a
composi¢do da solucao fracionada, assim como a estirpe de virus utilizada nos estudos

de validagao (por exemplo, 0 HAV e parvovirus resistem a este método) (EMA, 2011).

7.3.2.3. Aquecimento de solu¢des aquosas

A pasteurizagdo € também um processo viavel na eliminacao viral, que de acordo com a
farmacopeia, o método consiste no aquecimento da fracdo aquosa a 60°C por um
periodo de 10 horas, no seu recipiente final. Este método ¢ eficaz em varios virus
encapsulados e ndo encapsulados, incluindo o Parvo B19V, atuando na desnaturagdo

das proteinas virais e inibindo a sua replicacdo. E utilizado principalmente na produgao
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de albumina, imunoglobulinas e FVIII. O uso de estabilizadores podera ser necessario
para limitar a perda da funcionalidade proteica a altas temperaturas, mas a presenca
destes, protege os virus da inativacdo tornando a escolha deste método de inativagdo

algo controversa (Bertolini et al., 2013; Burnouf, 2007; EMA, 2011).

7.3.2.4. Aquecimento de produtos liofilizados

Em produtos liofilizados, a temperatura ¢ a duracdo do aquecimento t€ém que ser
monitorizados metodicamente de forma a manter a integridade proteica ao longo do
processo. Um parametro critico neste processo de inativacao viral ¢ a humidade residual
do liofilizado, sendo que os seus limites méximos e minimos devem ser bem definidos e
controlados. A medicdo da humidade residual deve ser feita em cada recipiente de
produto final por métodos nao destrutivos como espectroscopia de infravermelho

préximo (Bertolini et al., 2013; EMA, 2011).
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Capitulo 8 — Conclusao
Com este trabalho constatamos que a medicina de transfusdo estd em constante

desenvolvimento, havendo a considerar dois grandes focos de interesse: por um lado o
aperfeigoamento das técnicas de produgdo, com maior seguranga viral e maior
rendimento de proteinas obtidas; e por outro, o desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos, como ¢ o caso dos produtos recombinantes.

Para além do aperfeicoamento e criacdo de novos hemoderivados, diferentes estudos
tém contribuido para que varios produtos ja disponibilizados no mercado possam ter
novas indica¢des clinicas. Efetivamente, os medicamentos derivados do plasma,
produzidos hoje em dia, sdo cada vez mais seguros, mais eficazes e encontram-se
disponiveis em grandes quantidades. Contudo, exce¢do feita aos produtos
recombinantes, os medicamentos derivados do plasma humano nao deixam de ser um
recurso limitado e dispendioso, cuja demanda pelos centros hospitalares cresce de ano

para ano.

Numa era de perpétua inovagdo como a que estamos a viver, ¢ imperioso que facamos
um esfor¢o para nos mantermos atualizados, valorizando cada vez mais a formagdo
continua dos profissionais de satde. SO assim poderemos acompanhar os avangos

decorrentes da investigagdo feita e prestar um servigo de qualidade a comunidade.
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Anexo 1 — Registo de dados relativos a rastreabilidade presentes no anexo IX do
Decreto-Lei 267/2007

Registo dos dados relativos a rastreabilidade

Pelos servigos de sangue:

1) Identificagio do servigo de sangue;

2) Identificagdo do dador de sangue,

3) Identificagdo da unidade de sangue;

4) Identificacio do componente sanguineo individual,

5) Data da colheita (ano/més/dia);

6) Instalacdes as quais sdo distribuidas;

7) Unidades de sangue ou componentes sanguineos ou
destruicio subsequenie,

Pelos estabelecimentos:

1) Identificacio do fornecedor do componente sanguineo,

2y Identificagdio do componente sanguineo disponibi-
lizado;

3) Identificacio do receptor transfundido,

4) Para unidades de sangue ndo transfundidas, confir-

magio da destruicdo subsequente;
5) Data da transfusfio ou da destui¢io {ano/més/dia),

6) Numero do lote do componente, se relevante,



Anexo 2 — Registo de medicamentos derivados de plasma “Via Farmacia”

Nitmero de série VIAFARMACIA

MEDECA MENTOS HEA!LODERIVADOS .
REQUISICAO/DISTRIBUICAO/ADMINISTRACAO

N v . - . -
A HVar 5 EFY ] ICE &
fdrguivar pelos Servigos Farmacéuticos ™

HOSPITAL SERVIGD L1111
Medico Identificagio do doente Quadro A
(Nowie fegivel) frowre, B.L, n*do proceise, i de wrente do SNS)

N.* Mec.
o
Vinheta
Assinatura
Data _/ [ ) . .
—_—— Apor etiqueta madocolante cisdgrafo ou oure, Enviar onlos autocolanies, com a
idenrificagdo de deente, quantes af wnidades reguisitodas

REQUISICAOVIUSTIFICACAD CHNICA (4 preencher pels médics)

Hemodenvado I Quadro B

(Name, fiwmia farmacéution, via de administiragdo)

Dose/Frequéncia Duragio do tratamento

DiagnosticovJustificagdo Clinica

REGISTO de IISTRIBUICAD N.° ! *) {4 preeucher pelos Servigos Farmacénticos) Quadro C
Hemoderivado/dose Cuantidade Lote Lab. Origem/Fornecedor N.* Cert. INFARMED

Enviado /[ Farmacéutico N.? Mec.

1 Excepciomalmente o Plosma Fresce Congelado fractivado poderd ser distribiddo e ter regisio ¢ arguivo mo servigo de Imumohesiotenapia

Recebido __ ¢ f  Servigo requisitante MN.* Mec.
A ssirmeniare)

L Instrugdes relativas & documentacfio:

A requsigBo, constituida por 2 vias (VIAFARMACIA E VIASERVICO), ¢ enviada aos Servigos Farmacéuticos apos
preenchimento dos Cuadros A e B pelo servigo requisitante. O quadro C ¢ preenchido pelos Servigos Farmacéuticos.
VIASERVICO — A preencher pelo servigo requisitante e arquivar no processo climeo do doente.

VIAFARMACIA — Permanece em arquivo nos Servigos Farmacéuticos. Excepcionalmente, a distribuicdo ¢ registo do plasma
fresco congelado inactivado, bem como o arquivo da_viafermdcia, podera ser feito pelos servigos de imunohemoterapia

a) Cada umidade medicamentosa fornecida sera ebquetada pelos Servigos Farmacéuticos com as respectivas condigies de
conservagdo e identificag@o do doente e do servigo requisitante.

b Os produtos nde administrados no prazo de 24 horas e atendendo as condigies de conservagio do rotulo, serdo
obrigatoriamente devolvidos aos Servigos Farmacéuticos. No quadro [D sera lavrada a devolugdo, datada e assinada (n®
mecanografico).




Anexo 3 — Registo de medicamentos derivados de plasma “Via Servico”

Niimero de série VIASERVICO

MEDICAMENTOS HEMODERIVADOS
REQUISICAO/DISTRIBUICAO/ADMINISTRACAQ

{Arguivar no processo clinico do doente)

HOSPITAL SERVICD L1111
Medicao Identificagdo do doente Quadro A
(Nowiee Legivel) (rowee, B.L, n°do processe, n*de aente do SN5)

N Mec.
ou
Winheta
Assinatura
Apor etiqueta mitocolante cisdgrafo ou oure. Enviar omos autocelantes, com o
Data { f iderrificagdo dy doente, quantes o5 wnidades requisitdas
REQUISICAOVIUSTIFICACAD CHNICA (4 preencher pelo médica)
Hemodenvado I Quadro B
(Nawre, formia farmacéutica, via de adminisiragdo)
Dose/Frequencia Duragio do tratamento
Diagnostico/Justificagdo Clinica
REGISTO de DISTRIBUICAD N.* ! (*) {4 preemcher pelos Servigas Farmacéuticos) Quadro C
Hemodenvado/dose Quantdade Lote Lab. OrnigemfFornecedor  N.° Cert. INFARMED

Enwviado 7 Farmacéutico N.* Mec.

™ Excepciomalmenie o Plasma Fresco Congelado Iractivado poderd ser distribiddo ¢ ter reginto ¢ arguivo mo servigo de Imumohemoterapia

Recebido ! Servigo requisitante N Mec.
{Assinainral
REGISTO DE ADMINISTRACAD (4 PREENCHER PELO ENFERMEIRD RESPONSAVEL PELA ADMINSTRACO (")) I Quadrn D
Data Hemoderivado/dose Quantidade Lote/Lab. origem Assinatura/N.* Mec.

f

**) E responsdvel pela verificagdo da conformidade do que regisn, com o confedds do rdtde do medicamento

(s produtos rbo administrados no praze de 24 horas e atendendo &3 condigtes de conservacio do rdule, serdo obrigatoniamente devolvidos
a0 Servigos Farmackuticos. Mo quadro [ serd lavrada a devolugio, datada e assinada (n® mecanografico)




