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PLASMAFERESE AUTOMATIZADA EM EQUINOS:
RELATO DE DOIS CASOS

AUTOMATED PLASMAPHERESIS IN HORSES: REPORT OF TWO CASES

J. 0. BERNARDO'*, P. B. ESCODRO?, E. G. ROVERL’, L. 0. ESCODRO*,
C.F. OLIVEIRA®, L. S. FONSECA®

RESUMO

A plasmaférese é um procedimento que consiste na retirada do sangue total de um doador e em seguida, separagdo do
plasma com reinfusio dos elementos remanescentes. Este procedimento pode ser realizado de forma manual ou
automatizada, com poucos relatos da técnica automatizada na espécie equina. Este artigo busca relatar a plasmaférese
automatizada em dois equinos, para obtengéo de plasma hiperimune, avaliando-se as complicagdes inerentes a técnica; e
avariacdo e recuperagdo do volume globular e niveis séricos de proteinas totais Nnos animais doadores. Para os relatos
foi utilizado o equipamento Fresenius AS 104, objetivando-se retirada de 20% do plasma total circulante com a
proporgdo inicial de citrato de sodio de 1:12 no sistema extracorporeo. Durante o procedimento observou-se obstrugio
por coagulagdo sanguinea no cateter de reinfusio e flebites jugulares nos doadores. A recuperagdo do volume globular e
niveis séricos de proteinas totais ocorreu em 96 horas. Apesar da satisfatoria recuperagdo hematimétrica nos dois
animais, ha a necessidade de novas pesquisas para a adequagio da plasmaférese automatizada em equinos, na tentativa
de diminuir as complicagdes inerentes a técnica.

PALAVRAS-CHAVE: Automagao. Colheita de Plasma. Complicagdes. Medicina Equina. Valores hematimétricos.

SUMMARY

Plasmapheresis is a procedure that consists of removing the blood from a donor, followed by subsequent plasma
separation and reinfusion of the remaining elements. This procedure can be manual or automated, with a few reports of
automated plasmapheresis in the equine specie. This article reports two cases of automated plasmapheresis in horses
that were conducted to obtain hyperimmune plasma, while evaluating the complications inherent to the technique; as
well as variation and recuperation of hematocrit and serum total proteins in the donors. The equipment Fresenius AS
104 was used to remove 20 % of total plasma with the initial sodium citrate ratio of 1:12 in the extracorporeal system.
During the procedure, the reinfusion catheter was obstructed by blood clots and jugular vein phlebitis was observed in
the donors. The recovery of hematocrit and total protein serum levels occurred in 96 hours. Despite the satisfactory
recovery of hematimetric levels in the two animals, further research is needed into the suitability of automated
plasmapheresisin horses, in an attempt to reduce the complications inherent to the technique.

KEY-WORDS: Automation. Complications. Equine Medicine. Hematimetrics val ues. Plasma collection.

! Médica Veterinaria pesquisadora do Grupo de Pesquisa e Extensio em Equideos - Universidade Federal de Alagoas— GRUPEQUI-
UFAL — juliana_bernardo@hotmail.com

2 Médico Veterinario Professor adjunto da Universidade Federal de Alagoas — GRUPEQUI-UFAL - Fazenda Sio Luis s/n- Zona
Rural- Vigosa/AL CEP 57700-000

3 Biomédico especialista em Aferese do HEMOCENTRO — UNICAMP/SP.

4 Biomédica pesquisadora do GRUPEQUI-UFAL

® Médico Veterindrio auténomo — Curitiba-PR

5 Graduando do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Alagoas— bolsista PIBIC/FAPEAL - membro
GRUPEQUI-UFAL

Submetido: 13/02/2012 Aceito: 29/08/2012 148


mailto:juliana_bernardo@hotmail.com

O processo de plasmaférese consiste na
remogao do sangue total de um paciente em bolsa com
anticoagulante (normalmente citrato de sodio 20%),
seguida pela separagdo ou obtengdo do plasma, que
pode ocorrer por decantagio das hemacias,
centrifugagdo ou filtragem especifica. A parte
remanescente do sangue ¢ infundida novamente no
paciente, podendo o procedimento ser realizado
manualmente ou de forma automatizada, sendo
indicado para remover uma substéncia ou componente
sanguineo presente em quantidade excessiva na
circulagao, ou simplesmente para obtengdo de plasma
rico em anticorpos especificos para uma determinada
enfermidade ou veneno (AABB, 2002). Segundo
Marques Jr. et a. (2011), a plasmaférese pode ser
terapéutica, para o tratamento de doengas auto-imunes;
ou transfusional, para a coleta de plasma.

Atualmente na Medicina Veterinaria, as
indicagdes para a infusdo de plasma incluem
deficiéncias na hemostasia, transferéncia de imunidade
passiva, imunodepressio,  hipoproteinemia  ou
hipovolemia. Também em eqiiinos, o plasma fresco ou
fresco congelado tem seu uso indicado para o
tratamento de doencas que resultam em
hipoproteinemia, quando ha necessidade de expansdo
aguda de volemia; em casos de falha na transferéncia
de imunidade passiva; ou quando se pretende fornecer
imunidade especifica como Rhodococcus equi €
Salmonella typhimurium (HUNT & MOORE, 1990;
SMITH & SHERMAN, 1994; DURHAM, 1996;
COLLATOS, 1997; STONEHAM, 1997; POST,
2000). Desta forma, a plasmaférese torna-se cada vez
mais necessaria na producdo de plasma hiperimune
para o tratamento clinico de animais imunodeprimidos.

A plasmaférese automatizada é amplamente
realizada em humanos por meio de um circuito plastico
descartavel e estéril acoplado ao equipamento de
aférese, o qual separa o plasma por centrifugagdo ou
micro-filtragem. O sangue circula exclusivamente
nesse circuito, ndo entrando em contato direto com o
equipamento. Feige et a. (2003) comparou a
plasmaférese automatizada com a técnica manual em
equinos, concluindo que a primeira é bem tolerada
pelos animais, aém de ser mais rapida que a manual,
possibilitando produgdo em larga escala de plasma
equino de boa qualidade.

O presente artigo tem por objetivo relatar dois
casos de plasmaférese transfusional automatizada na
espécie eqiiina, com intuito de obtengdo de plasma
hiperimune, observando as complicagdes durante a
colheita, bem como analisando a recuperagio dos
niveis de proteinas totais plasmaticas (Pt; g/dL) e
hematécrito (Ht; %) até 30 dias apds o procedimento.

Foram selecionados dois eqiiinos machos, sem
raga definida, com idade de 7 (EQL) e 12 anos (EQ?2) e
peso de 320 kg e 350 kg, respectivamente. Os animais
foram previamente desverminado com pasta a base de
Moxidectina 2% (Equest - Fort DodgeAnima Health-
lowa, EUA) e apos 7 dias imunizado com vacina de
Encefalomielite tipo Leste e Oeste (virus morto) e
toxoide Tetanico (Equiloid - Fort Dodge Animal
Hedth - lowa, EUA); Rinopneumonite e Influenza

(Fluvac Innovator EHV 4/1 - Fort Dodge Animal
Health - lowa, EUA) e Raiva (Rubivac - Pfizer Sande
Animal - Guarulhos, Brasil). Apos 28 dias refor¢ou-se
a imunizagdo e os procedimentos realizados apods 20
dias da segunda vacinagdo, momento em que Souza
(2011) cita o pico dareagdo imunologica.

No momento pré-aférese (M1) foi realizada a
mensuracdo do Ht e Pt dos EQl e EQ2, que foram
respectivamente de: Ht - 34% e 35%; ePt - 84 e 9,2
g/dL, apresentando valores normais para a espécie
segundo Souza Netto (2011). Novas mensuragdes do
Ht e Pt foram redliizadas nos momentos de
amostragem: 24 horas (M2), 48 horas (M3), 72 horas
(M4), 96 horas (M5) e 30 dias (M6).

Para mensuragdo e avaliagdo da recuperacdo
plasmatica de Pt e Ht, utilizou-se respectivamente: kit
Pt Labtest® (Labtest Diagnodstica S/A - Lagoa Santa,
Brasil), utilizando-se de um espectofotometro
Photonics 2000UV (Bel Equipamentos Analiticos Ltda.
- Piracicaba, Brasil); e Ht obtido em tubos de micro-
hematocrito centrifugados a 14.000 g, por cinco
minutos em centrifuga microhematocrito (Microspin
Gemmico Industrial Corp. — Taiwan, China), com
posterior leituraem escala especial.

Para arealizagdo da plasmaférese automatizada,
utilizou-se um kit especifico para o procedimento (kit
PL1 — Fresenius HemoCare do Brasil) acoplado ao
equipamento Fresenius modelo AS104 , que separa o
plasma do sangue total por centrifugagdo automatizada
a 671 g. O kit PL1 ¢ acoplado ao equipamento,
juntamente com a solugdo fisiologica 0,9% para
reposicao do volume de plasma retirado; e o citrato de
sodio a 20%, para evitar a coagulacdo sanguinea
extracorporea.

Foi puncionada a veia jugular esquerda com
agulha 40X 16 (Prod. Hospitalares DI - Belo Horizonte,
Brasil), denominada de via de colheita; e a veia jugular
direita com cateter 14G (Nipro Medica Ltda -
Sorocaba, Brasil) representando a via de reinfusio. O
protocolo preconizado, tomando como base os
procedimentos no Hemocentro da Unicamp e o0s
citados por Feige et a. (2003) e Feige et al. (2005),
iniciou-se com propor¢do de 1:12 da solugdo
anticoagulante (citrato de sodio 20%) em relagdo ao
sangue total processado.

Ao término da plasmaférese, as bolsas de
plasmas colheitados, foram encaminhadas
imediatamente para a separagdo do plasma em bolsas
estéreis individuais de 500 mL (Fresenius HemoCare
do Brasil Ltda. - Itapecerica da Serra, Brasil), através
de procedimento sob capela de fluxo laminar
(Filtracom - Valinhos, Brasil) e encaminhado para
congelamento a-18°C.

Para o calculo do volume plasmatico a ser
colheitado, considerou-se 8% do peso total do doador
como vaor absoluto de sangue, considerando um
hematocrito médio de 35% (SOUZA NETTO, 2011).
Assim obtém-se valor total de plasma aproximado de
65% do volume total de sangue. A partir dai calculou-
se um volume de retirada de 20% do volume total do
plasma circulante, 0 que representou 3328 mL para o
EQ1 e 3640 mL parao EQ2.
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Inicialmente a distribui¢do das variaveis-
resposta Pt e Ht foram analisadas e as estatisticas
descritivas produzidas. Modelos lineares de medidas
repetidas (SILVA & AZEVEDO, 2009) foram
utilizados para comparar a média de Pt ou Ht entre os
momentos estudados. A estrutura de covariancia nio
estruturada foi a mais apropriada para modelar as
medidas repetidas dentro do mesmo animal. O método
de Tukey (KLEINBAUM et a., 2007) foi redizado
para ajustar o valor-P resultante das comparagdes
multiplas entre momentos. A analise estatistica foi
realizada com o programa SAS (SAS INSTITUTE,
2009) e significancia estatistica foi definida como P<
0,05.

A técnica preconizada apresentou duas
complicagdes na primeira repeti¢do. A primeira delas
foi a ndo manutengdo da via de colheita com a agulha,
tendo que ser manipulada por oito vezes, causando leve
flebite no EQ1. A segunda foi a coagulagdo do sangue
na via de reinfusio, impedindo a fluidez do mesmo no
circuito. Na tentativa de evitar a obstrugio foi utilizada
solugdo heparinizada na diluicdo de 25 000 UI de
heparina sodica (Hepamax-s® - Blausiegel Ind. e Com.
Ltda. - Cotia, Brasil) em 500 mL de solugao fisiologica
0,9 % (Fresenius Kabi Deutschland - Friedberg,
Alemanha) diretamente no cateter da via de reinfusio a
cada 100 mL colheitado. Mesmo assim ocorreu flebite
naveiajugular direita, inviabilizando-a para uso. Nesse
momento foi necessaria a pungdo da veia cefalica
direita com cateter 18G para o retorno do sangue. O
volume de sangue processado no EQL foi de 4313 mL
com obtencdo de 2580 mL de plasma colheitado,
repondo-se 1500 mL de solugio fisiologica 0,9%.

No EQ2 aumentou-se a propor¢ao de solugdo
anticoagulante (citrato de sodio 20%) para 1:10 e
substituiu-se a agulha pelo cateter 14G na via de
colheita, porém ainda tornou-se necessaria a utilizagédo
de solugdo heparinizada diretamente no cateter da via
de reinfusio a cada 300 mL de plasma colheitado,
sendo que por trés vezes o mesmo obstruiu-se. O

volume de sangue processado foi de 6350 mL, com
obtengdo de 2578 mL, repondo-se 1600 mL de solugdo
fisiologica 0,9%. No EQ2, o sangue com maior fluidez
permitiu o processamento de volume superior em
47,23% em relagdo ao EQI, diminuindo o tempo de
colheita em 50 minutos conforme citado a seguir.

O tempo de colheitafoi de 150 minutos no EQ1
e 100 minutos no EQ2, com o processamento médio de
5331,50 + 1440,38 mL de sangue ¢ colheita de 2579 +
1,41 mL de plasma.

As médias dos valores de Ht nos momentos de
colheita durante o procedimento apresentaram
diferencas, porém sem variagdes significativas
(P<0,005) (Figural).

Mesmo sem ateracdes estatisticas
significativas, constatou-se a diminui¢ao maxima do Ht
de 14,28% no EQ1 apds 24 horas do procedimento,
porém em M3 ja apresentava valores proximos aos
iniciais, diferente da hemoconcentragdo relatada por
Angulo et al. (1997) equilibrada através de hidratag3o.
Provavelmente esta hemodiluicao relativa esteja
relacionada a hemolise causada pelo citrato de sodio
que retorna ao anima com os hemocomponentes
separados do plasma.

Na Medicina, relata-se algumas manifestagoes
anafilaticas leves ou severas durante a plasmaférese
automatizada, principalmente relacionadas ao citrato de
sodio, tais como prurido, papulas, blefaroespasmo,
lacrimejamento, tosse seca, falta de ar e estertores nas
vias areas (MARQUES JR. et a., 2011), porém ndo
foram observadas nenhuma das reagdes nos dois
animais.

As médias de Pt, representadas no Figura 2,
apresentaram variagdes significativas nos momentos
M2, M3 e M4; apresentando valores nio significativos
em M5 e M6 (P<0,001), mostrando tempo médio de
recuperagao plasmatica das Pt em 96 horas .

M1 M2

Momentos de colheita

M4 M&: ME

Figura 1 - Média dos valores de Hematocrito-Ht (%) dos animais durante os momentos de colheita. M1 = Pré-aférese,
M2 = 24 horas apos, M3 = 48 horas apds, M4 = 72 horas ap6s, M5 = 96 horas apos, M6 = 30 dias apos.
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Figura 2 - Média dos valores de Proteina Total-PT (g/dL) dos animais durante os momentos de colheita M1 = Pré-
aférese, M2 = 24 horas ap6s, M3 = 48 horas apos, M4 = 72 horas apds, M5 = 96 horas ap6s, M6 = 30 dias apds.

Segundo Parra (2005), o procedimento de
plasmaférese manual em eqiiinos tem duragdo de 4
dias, dividido em 3 etapas, e a recuperagdo do eqiiino
doador da-se com 45 a 60 dias apos o procedimento.
Nesse relato, com a plasmaférese automatizada, nota-se
recuperacdo dos niveis de Pt em 78,25% no EQ 1 e
100% no EQ2 ja com 96 horas apos os procedimentos.

Apesar da rapida recuperagdo do volume
globular e da Pt nos animais doadores, as complicagdes
operacionais de flebite e diminuicdo de fluidez com
obstrugdo na via de reinfusdo explicitaram a nédo
reprodutibilidade da técnica de plasmaférese
automatizada citada por Feige et al. (2003) em cavalos
Freiberger e por e Feige et al. (2005) em cavalos
doadores de sangue na Suiga, podendo haver diferengas
na concentragdo de citrato de sodio e particularidades
de processamento nas diferentes ragas equinas.

Desta forma os relatos exteriorizam a
necessidade de mais pesquisas acerca da plasmaférese
automatizada em equinos, buscando a adequagdo e
padronizagdo da técnica para produgdo comercial de
plasma hiperimune ou inovagdo do procedimento
terapéutico na espécie equina.
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