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RESUMO

O presente artigo objetivou estudar a viabilidade da técnica de plasmaférese automatizada e padroniza-la
em cinco equinos higidos, bem como apresentar as complicagdes durante o procedimento, as adequagdes
em relagdo aos procedimentos em humanos e avaliar a recuperacdo de volume globular e proteinas
plasmaticas totais nos doadores. Os procedimentos foram realizados com o equipamento Fresenius
AS104, com duracdo média de 1h46min, processamento de 5758mL de sangue total e colheita média de
3133mL de plasma. Nao foram observadas alteragbes significativas do volume globular ap6s a
plasmaférese automatizada. A recuperacdo dos niveis plasmaticos de proteinas foi de 91,4% em 96 horas
apos o procedimento. A plasmaférese automatizada apresentou-se viavel para a espécie equina,
diminuindo o tempo de recuperagdo hematimétrica nos doadores.
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ABSTRACT

This paper aimed to study feasibility and standardize the automated plasmapheresis in five healthy
horses, showing the complications during the procedure, adjustments in relation to the procedures in
humans and assessing the recovery of globular volume and plasma total proteins in donors. The
procedures were performed with the Fresenius AS104 equipment, with an average duration of one hour
and forty six minutes, processing 5758mL of whole blood and harvest average of 3133mL of plasma.
There were no significant variations in globular volume after the automated plasmapheresis. The
recovery of plasma total proteins was 91.4% at 96 hours after the procedure. The automated
plasmapheresis appeared viable for the equine species, decreasing the time of hematimetric level
recovery in donors.
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INTRODUCAO recuperacdo  hematoldgica dos  doadores

(Morris,1987; Marques Jr., 2011).
A plasmaférese consiste na remogdo do sangue

total de um paciente, estocagem em bolsa de A utilizacdo experimental da técnica da
colheita com anticoagulante, separagdo do plasmaférese manual na producdo de soros
plasma e reinfusio manual ou automatizada dos hiperimunes teve inicio em 1969 na India, o que
hemocomponentes remanescentes, acelerando a fez, apds alguns anos de experimentacdo e
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padronizacdo, 0 método ser introduzido na rotina
da producdo comercial de soros antitetanicos,
antidiftéricos e antivenenos, com a utilizacdo da
espécie equina. Porém, a técnica automatizada
ndo é utilizada na rotina de producgdo de plasma
de equinos no Brasil, portanto ha apenas alguns
relatos do procedimento na literatura (Feige et
al., 2003; Santos, 2005).

O plasma fresco ou o fresco congelado tém seu
uso indicado para o tratamento de patologias que
resultam em hipoproteinemia em equinos e
bovinos, quando da necessidade de expansdo
aguda de volemia; em casos de falha na
transferéncia de imunidade passiva, ou quando se
pretende fornecer imunidade especifica em
equinos  (Rhodococcus  equi,  Salmonella
typhimurium) ou bovinos (salmonelose) (Hunt e
Moore, 1990; Smith e Sherman, 1994; Durham,
1996; Stoneham, 1997); no tratamento ou
prevencdo de sangramento em pacientes com
deficiéncias de mdltiplos fatores de coagulagdo,
como em casos de doencgas hepéticas severas ou
de coagulagéo intravascular disseminada (CID);
como adjuvante em peritonites e infec¢des
graves; nos casos de intoxica¢do por cumarina ou
warfarina e em distrbios hemostaticos
congénitos  (hemofilia, doenca de von
Willebrand) (Hunt e Moore, 1990; Santos, 2005).

Os fatores limitantes para o uso terapéutico
da plasmaférese referem-se a taxa de
substituicio do plasma no animal doador,
prejuizos hematimétricos na colheita manual,
contaminagdo do produto em sistemas abertos de
colheita e presenca de eritr6citos no plasma
colhido manualmente, com possibilidades de
sensibilizacdo imunoldgica do receptor receptor
(Von Bering e Kitasato, 1890; Phillips et al.,
1974; McVey e Loan, 1980; Brook, 1989;
Magdesian et al., 1992; McLure et al., 2001).

Atualmente as plasmaféreses na espécie equina
sdo realizadas cotidianamente, de forma manual,
objetivando a producdo de vacinas e
soros ou plasmas hiperimunes. Para a obtencdo
manual do plasma hiperimune, realiza-se a
colheita do sangue total do animal, ocorrendo a
hemossedimentacdo apds 24 horas da colheita.
Nesse momento, 0s componentes sdo diluidos
em solucdo fisioldgica 0,9% e reinfundidos no
préprio animal. Tal procedimento é repetido, em
média, trés vezes, com intervalo de 24 horas,
durante a execucdo do protocolo de producéo.
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Apos a sangria de producdo e a plasmaférese, 0s
animais ficam em repouso cerca de dois meses
em regime extensivo para recuperacdo
hematimétrica, estando, assim, teoricamente
aptos a proxima sessdo de producgdo (Parra,
2005).

Objetivou-se com este trabalho: avaliar a
viabilidade da plasmaférese automatizada em
equinos, com base nos procedimentos realizados
em humanos no hemocentro da Unicamp e nos
relatados por Feige et al. (2003), considerando-se
a recuperacdo hematimétrica dos doadores; e a
padronizacdo da técnica para possivel utilizacdo
na rotina de colheita de plasma equino no Brasil.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas,
sob processo n° 23065.003111/2011-80, sendo
os procedimentos realizados em ambulatorio.
Foram selecionados cinco equinos higidos, dois
machos e trés fémeas primiparas, sem raca
definida, com peso entre 290 e 360kg. Todos os
animais foram submetidos aos exames
diagnosticos de anemia infecciosa equina e
mormo, cujos resultados foram negativos.

Os animais doadores submeteram-se previamente
a imunizagdo com vacina de encefalomielite tipo
leste e oeste (virus morto) e toxoide tetanico
(Equiloid — Fort Dodge Animal Health — lowa,
EUA); rinopneumonite e influenza (Fluvac
Innovator EHV 4/1 — Fort Dodge Animal Health
— lowa, EUA) e raiva (Rubivac — Pfizer Salde
Animal — Guarulhos, Brasil). Apés 28 dias,
reforcaram-se a imunizagdo e os procedimentos
realizados apés 20 e 22 dias da segunda
vacinacdo, a fim de se atingir o pico da reacdo
imunoldgica (Holmes et al., 2006).

Amostras sanguineas foram obtidas para
mensuracdo do hematdcrito (Ht) e proteina total
(Pt) dos doadores, nos momentos: no momento
da imuniza¢do (MO), imediatamente anterior a
plasmaférese ou pré-plasmaférese (M1); apds 24
horas (M2), 48 horas (M3), 72 horas (M4), 96
horas (M5) e 30 dias (M6). O sangue dos
doadores foi colhido da veia jugular externa
esquerda, com a utilizacdo do sistema Vacutainer
(com agulha 25 X 8mm e tubos de vidro
siliconizados para colheita a vacuo, com
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capacidade de 5,0mL, contendo anticoagulante
EDTA - &cido etileno diamido tetracético a
15%) (Becton Dickinson Vacutainer® - BD
Diagnostics, Preanalytical Systems — S&o Paulo,
Brasil).

Para calculo de volume de plasma (em L) a ser
colhido por doador, considerou-se o peso do
animal multiplicado por 8%, obtendo-se o
volume total de sangue circulante. A partir dai,
foi realizada a colheita de sangue individual em
M1 e calculado o hematdcrito de cada doador,
calculando-se o total de plasma circulante pela
diferenca entre o total de sangue (100%) e o
valor em porcentagem do hematécrito. O valor
obtido foi multiplicado por 20% (valor médio
absoluto de plasma colhido por paciente no
Hemocentro da Universidade de Campinas, sem
apresentar complicagdes).

As plasmaféreses automatizadas foram realizadas
com equipamento Fresenius Kabi®, modelo
AS104 (Fresenius—Kabi Ltda. — Bad Homburg,
Germany), acoplando-se o kit PL1 (Fresenius—
Kabi Ltda. — Bad Homburg, Germany),
recomendado pelo fabricante para a realizagéo de
plasmaféreses e eritrocitoaféreses.

As plasmaféreses foram realizadas em tronco de
contengdo, ndo sendo preconizada tranquilizacéo.
A veia jugular esquerda foi mantida com agulha
40X16 (Prod. Hospitalares DI — Belo Horizonte,
Brasil), denominada via de colheita; e a veia
jugular direita com cateter 14G (Nipro Medical
Ltda. — Sorocaba, Brasil) representando a via de
reinfusdo. O protocolo preconizado iniciou-se
com propor¢do de uma parte de solugdo
anticoagulante (citrato de sédio 20%) para 12
partes de sangue total processado (1:12). Para
diluicdo e reposicdo dos hemocomponentes,
foi utilizada solucdo de cloreto de sddio a
0,9% (Fresenius Kabi Deutschland — Friedberg,
Germany).

O kit PL1 foi acoplado ao equipamento AS104
da Fresenius, seguindo as orientacbes do
fabricante descritas no display. Foram acopladas
as solucBes de citrato de sodio e solucdo
fisiologica e, em seguida, selecionada a fungédo
prime, que preencheu os circuitos para evitar a
entrada de ar no sistema. Como nao é possivel
adequar os valores de peso e altura programados
no equipamento, devido a este ser fabricado para
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humanos, foram alterados apenas os valores da
concentragdo do anticoagulante e hematocrito
(Ht) do animal. Os valores do Ht foram alterados
de acordo com o resultado individual em M1.

Ao término da colheita, a bolsa de plasma
colhido foi encaminhada imediatamente para o
laboratério, onde foi executada a separagdo do
plasma em bolsas estéreis individuais de 500mL
(Fresenius HemoCare do Brasil Ltda. -
Itapecerica da Serra, Brasil), por meio de
procedimento em capela de fluxo laminar
(Filtracom — Valinhos, Brasil). Em seguida, o
plasma foi encaminhado para congelamento
a -18°C. O congelamento permite a preservacdo
dos fatores da coagulacdo, fibrindlise
e complemento, além de  albumina,
imunoglobulinas, outras proteinas e sais
minerais, e mantém  constantes  suas
propriedades.

Para mensuragdo da proteina total, utilizou-se
kit proteinas totais Labtest®  (Labtest
Diagndstica S/A — Lagoa Santa, Brasil), em
espectrofotdbmetro  Photonics  2000UV  (Bel
Equipamentos Analiticos Ltda. — Piracicaba,
Brasil). O hematdcrito foi realizado em
centrifuga de micro-hematécrito a 12000rpm
(Microspin Gemmico Industrial Corp. — Taiwan,
China). Avaliou-se a recuperacdo plasmatica de
proteinas totais e dos niveis de eritrocitos e
identificou-se uma possivel desidratacdo ou
perda de eritrdcitos associadas ao procedimento.

O célculo dos valores de média aritmética e o
desvio-padrdo dos resultados obtidos foram
determinados utilizando-se o0 programa de
computador ASSISTAT, versdo 7.6 beta (Silva e
Azevedo, 2009). Para a confirmacdo das
diferengas entre as médias dos momentos da
analise clinica, usou-se um teste emparelhado de
médias (teste de Friedman).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo inicial preconizado, com a utilizagdo
da agulha calibre 40x16 para a via de colheita e a
proporcdo de citrato de sédio de 1:12, apresentou
duas intercorréncias: a primeira foi a ndo
manuten¢do da veia de colheita com a agulha,
tendo que ser manipulada varias vezes, 0 que
causou sensibilidade local e flebite; a segunda foi
a coagulacdo do sangue no cateter de reinfuséo,
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impedindo-lhe a fluidez no circuito. Assim,
aumentou-se a concentracdo para 1:10 da solugédo
anticoagulante, porém sem sucesso. Optou-se
pela utilizacho de solugdo heparinizada na
concentracdo 25 000Ul de heparina sodica
(HEPAMAX-S® — Blausiegel Ind. e Com. Ltda.
— Cotia, Brasil) em 500mL de solucdo fisiolégica
0,9% diretamente no cateter da via de reinfusdo,
entretanto tornou-se necessaria sua utilizagdo a
cada 300mL de plasma colhido, sendo que, por
trés vezes, ele obstruiu-se.

Essas complicagdes ocorreram nos  dois
primeiros doadores, sendo que, a partir do
terceiro, utilizou-se cateter 14G também na veia
de colheita do sangue. Em humanos, ndo s&o
utilizados cateteres pelo risco de colabamento
deles e interrupcdo no fluxo extracorpéreo do
equipamento. Além disso, optou-se por aumentar
a concentracdo do anticoagulante citrato de sodio
para 1:8, mesmo correndo-se 0S riscos inerentes
ao excesso de anticoagulante nas plasmaféreses,
entre eles: parestesia perioral e nos membros,
calafrios e hipotensdo (Motta, 2007).

Nos Ultimos trés animais ndo ocorreram
intercorréncias ou complicagdes, sendo que,
quando foi colhido o volume calculado, fechou-
se 0 clamp de colheita e retirou-se o cateter da
veia jugular externa esquerda. Nesse momento,
foi selecionada a tecla enter para iniciar a
reinfusdo. Apo6s a total reinfusdo dos
componentes sanguineos com a solucdo de
reposicdo, o clamp de reinfusdo foi fechado, o
cateter retirado e foi selecionada a tecla stop.

No procedimento do doador 1, as duas
complicagBes citadas levaram a flebite na veia
jugular direita (reinfusdo) devido a excessiva
manipulagdo durante a padronizacdo da técnica.
Com o objetivo de ndo perder o kit, optou-se por
puncionar a veia cefélica direita com cateter
18G.

Ap6s 24 horas do procedimento, os doadores 1 e
2 apresentaram sinais de flebite jugular esquerda,
devido a manipulacdo da agulha 40X16, sendo
realizadas massagens locais com pomadas
heparinoides  (Trombofob®Gel - Heparina
sodica 200Ul — Knoll Prods. Quims. e Farms.
Ltda. — Rio de Janeiro, Brasil).
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Os animais mantiveram-se bem durante 0s
procedimentos, sendo que, quando se
apresentavam impacientes, foram fornecidas
pequenas quantidades de racdo para manté-los
calmos.

Em  medicina, sdo relatadas algumas
manifestacGes anafilaticas leves ou severas,
tais como  prurido, papulas, inchaco
nos olhos, blefaroespasmo, lacrimejamento,
tosse seca, falta de ar e estertores
nas vias aéreas (Marques Jr., 2011),

porém nao foi  observada  nenhuma
reacdo anafilatica neste experimento.
Também sdo citados com  frequéncia

casos de hipocalcemia com sintomatologia
essencialmente neuromuscular, como parestesias,
laringoespasmo, broncoespasmo, tremores e
convulsdes (Durham, 1996; Feige et al., 2003),
devido & utilizagdo do citrato de sodio
como anticoagulante, ndo sendo indicada a
concentragdo maior que 1:10. Nos equinos, ndo
foi observada nenhuma reacdo ao anticoagulante
utilizado na concentracdo 1:8.

Apenas o doador 4 apresentou niveis de
proteinas totais (Pt) menor que o indicado para a
espécie em 24 horas apo6s a colheita. Todos os
animais apresentaram indices de Pt normais para
a espécie a partir de 48 horas da colheita. Os
animais apresentaram valores hematimétricos
normais para a espécie em M2 e aumento
progressivo desses valores nos trés primeiros
dias (M4) apo6s a colheita do plasma (Tab. 1 e
Fig. 1).

Angulo et al. (1997) avaliaram que o valor do
hematécrito aumentava ap6s a plasmaférese,
devido & hemoconcentracdo, sendo os pacientes
estabilizados apds hidratagdo dos equinos, porém
ndo foi evidenciado esse fato na pesquisa.

Segundo Pardini (2011), os valores de referéncia
de proteinas totais e fracionadas do plasma sdo
de 52 a 7,99/dL de proteinas totais, 2,6 a
3,79/dL de albumina e 2,6 a 4,0g/dL de
globulinas. Utilizando-se a frequéncia relativa
dos valores absolutos, calculou-se a porcentagem
relativa, obtendo-se 50,38% de globulina e
48,09% de albumina. Observou-se um aumento
significativo médio de 56,56% da proteina total
em M1 em relagdo & MO (Tab. 2).
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Tabela 1. Valores médios (X) e desvio-padréo (S) do hematécrito (Ht) dos equinos nos momentos: M0=
antes da imunizagdo, M1=pré-plasmaférese; M2= 24 horas apds; M3= 48 horas apés; M4= 72 horas ap6s;

M5= 96 horas apds e M6= 30 dias apos

Hematocrito(%)
g MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 Jatgaleer
desvio-padrdo
1 32 35 30 32 34 34 36 33.5+2.16
2 28 34 34 35 32 30 34 33.16+1.83
3 30 34 30 31 33 32 28 31.33+2.16
4 29 35 31 32 29 34 38 33.16+3.18
5 33 40 40 42 40 38 38 38.0+3.09
Média+ 34,844
desvio- 30.442.07 35.6£2.50 33t4.24 3444450 33.6+4.03 33.6+2.96 14_
padrao )
36
34 WW’A
32
1 == \/alor média do
30 Hematocrito
28
26 T T T T T T 1
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figura 1. Variagdo das médias aritméticas dos valores dos hematdcritos dos equinos nos momentos: MO=
antes da vacinagao, M1=pré; M2= 24 horas ap0s; M3= 48 horas apds; M4= 72 horas apds; M5= 96 horas

apos e M6= 30 dias ap0s.

Tabela 2. Variagao da proteina total dos equinos entre MO=antes da imunizacao e M1=pré-plasmaférese

Animal MO M1 M1-M0/MO
1 5,6 9,2 64,28%
2 5,4 8,2 51,85%
3 5,8 8,3 43,10%
4 5,2 8,1 55,76%
5 5,4 91 68,51%
Médiatdesvio- 5,48+0,22 8,58+0,52 56,56%
padrdo
Magdesian et al. (1992) constataram apresentavam  concentragbes  similares  de

hemoconcentracdo e aumento do teor de
proteinas totais em equinos submetidos a
plasmaférese manual, causada por deficiéncia na
re-hidratacdo dos animais, ndo sendo observada
no experimento realizado.

A plasmaférese automatizada mostrou-se mais
eficaz que a forma manual tradicional. Houve
emparelhamento de M1 e M6 e constatou-se que
os animais, nos 30 dias apds o procedimento,
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proteinas totais séricas em relacdo ao momento
pré-plasmaférese (Tab. 3). Entre M2 e M3 ndo
houve variagdo significativa. Mesmo néo
havendo emparelhamento de dados entre M2 e
M5, as médias estdo muito préximas, e em M5 a
média esta dentro do valor de referéncia maximo
para proteina total ( Fig. 2). Na frequéncia dos
valores absolutos, em M5 o0s equinos ja
apresentavam, em média, 91,4% da proteina total
sérica inicial (M1).
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Tabela 3. Valores médios (X) e desvio-padrdo (S) da proteina total dos equinos nos momentos: M0=
antes da vacinagdo, M1=pré; M2= 24 horas ap0s; M3= 48 horas apds; M4= 72 horas apds; M5= 96 horas

apos e M6= 30 dias ap0s

Proteina total (g/dL)

Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 Medlaidfzswo-
padrdo

1 9,2 6,8 6,3 6,8 7,2 8,4 7,45+1,11
2 8,2 7,2 7,3 7,8 8,4 8,4 7,88+0,53
3 8,3 6,5 6,8 7,8 7,8 8,8 7.66+0,87
4 8,1 5,2 6,5 7,2 7,6 8,8 7.23+1,26
5 9,1 7,1 7.4 7,8 8,2 8,8 8.06+0,6

X£S 8,568+0,52 6,56+0,8 6,86+0,48 7,48%+0,46 7.84+0,47 8,64+0,21 7.66+0,86

(%)

relagdo 76,45% 79,95% 87,17% 91,37% 100,6%

ao M1

10
. M
O T T T T T
M1 M2 M3 M4 M5 M6

== \/alor média da
Proteina Total

Figura 2. Variacdo das médias aritméticas dos valores da proteina total dos equinos nos momentos:
M1=pré; M2= 24 horas apds; M3= 48 horas ap6s; M4= 72 horas apds; M5= 96 horas apds e M6= 30 dias

apos.

O procedimento automatizado foi realizado com
média e desvio-padrdo de 1h46mint25min,
préximo a duracdo do procedimento em humanos
(em media, duas horas), com o processamento
médio de 5,75860+0,87688 litros de sangue e
colheita de 3,13340+0,50610 litros de plasma de
cada animal ( Tab. 4).

Nos animais 1 e 2 ndo foi possivel a colheita do
volume de plasma esperado, devido as
complicacBes relatadas, que resultaram na
substituicdo da agulha para cateter na via de
colheita e no aumento da concentracdo de
anticoagulante no sistema extracorpéreo (1:8).

Tabela 4. Tempo de duragdo, quantidade de sangue processado, plasma colhido, quantidade de fluido de
reposicgao (cloreto de sodio 0,9%) utilizados durante o procedimento de plasmaférese de equinos

Tempo de Quantidade de sangue Quantidade de Quantidade de
Animal duracdo processado plasma colhido fluido de
(h) (L) (L) reposicao (L)
1 2h30min 4,313 2,580 1,5
2 1h40min 6,350 2,578 1,6
3 1h30min 5,859 3,502 13
4 1h30min 5,722 3,505 1,2
5 1h40min 6,549 3,502 1,5
X 1h 46 min£25min 5.75860+0.87688 3.13340+0.50610 1.42+0.1643
1054 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.4, p.1049-1056, 2013
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As vantagens da plasmaférese automatizada em
relagdo a manual foram: representa um processo
extremamente estéril que influi na maior
qualidade do produto final e nos menores riscos
de pirogenia (Marques Jr., 2011); mostrou-se tdo
eficaz quanto o procedimento manual, tendo
como diferencial que a colheita pode ser
realizada em uma Unica etapa e o volume
sanguineo processado representa 38,39% do
valor citado por Parra (2005). A Unica
desvantagem é o custo dos kits e o aluguel do
equipamento, que tornam o procedimento mais
oneroso, porém o mercado deve absorver
tecnologias de hemoterapia mais dispendiosas,
buscando sanar afeccBes em que as
plasmaféreses apresentem indicacao terapéutica.

CONCLUSAO

A plasmaférese automatizada apresentou-se
como alternativa viavel na espécie equina,
podendo ser utilizada na producdo de plasma
hiperimune, na producdo de vacinas contra
diversas doencas e até mesmo na producdo de
soro antiofidico.
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