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RESUMO

Seis equinos foram hiperimunizados com veneno de
Crotalus durissus terrificus por quatro ciclos consecutivos.
Ao final de cada ciclo os cavalos foram sangrados
individualmente por quatro dias seguidos e sete litros de
sangue foram coletados em cada sangria. Um total de 28
litros de sangue foi obtido de cada cavalo ao final de cada
processo de sangria. A poténcia do plasma diminuiu no
decorrer das sangrias mas manteve um titulo de anticorpos
acima do minimo requerido. A técnica de plasmaferese
utilizada nestes equinos para a produgéo de soro antiofidico,
anticrotalico, permitiu 0 aumento de 102% no volume de
plasma hiperimune produzido em comparagio com o volume
obtido pelo método padréo de apenas duas sangrias sem
reinfus@o das hemacias no equino doador. A técnica
permitiu a coleta de grandes volumes de plasma sem
interferir significativamente no estado clinico dos animais.
Os resultados mostram que o procedimento de
plasmaferese utilizado é altamente recomendavel na
producao de soros hiperimunes.

Palavras-chave: plasmaferese, equinos, plasma hiperimune,
estado clinico.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de imunobiologicos no Brasil € extremamente
complexa, passando por um intricado percurso onde as
dificuldades técnico-cientificas e financeiras opSem-se ao
objetivo primordial de se atender 8 demanda nacional por
este tipo de medicamento.

Na area de produgéo de vacinas, quando nao é possivel a
produgado no pais pelas instituigdes publicas ou privadas,
pode-se resolver a questdo através da importacao do
produto e sem comprometimento dos programas de
prevencgao.

Porém, no campo dos soros hiperimunes, em particular os
soros antiofidicos, a importacao torna-se inviavel, uma vez
que, nossas serpentes apresentam pegonhas diferentes das
toxinas produzidas por ofidios de outros paises, sendo,
portanto, restritas ao ambiente doméstico. Dessa forma é
impossivel tratar vitimas de ofidismo no Brasil com soros
antitoxicos oriundos de paises cujas serpentes apresentam
venenos com caracteristicas bioquimicas e imunolégicas
diferentes das nossas.

Entdo, implantou-se no Brasil, em 1985, o “ Programa
Nacional de Auto-Suficiéncia em  Imunobioldgicos”,
financiado em sua maior parte pelo Ministério da Saude.
Com isto a produgao de soros hiperimunes saiu, no decorrer
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desses anos, de niveis minimos para atingir patamares que
realmente atendem a demanda nacional. Apesar deste
grande salto produtivo, a questdo do custo de produgao
merece especial atengdo neste pais onde as dificuldades
econdmicas se impoem, constituindo-se em um obstaculo de
fundamental importancia. Este fator atinge toda a linha de
produgdo e merece atengdo especial na producao de
plasma hiperimune, matéria prima do soro antitoxico.

Com isto, varias medidas para diminuigao dos custos de
producdo de plasma foram implantadas, sendo que, uma
merece atencdo especial pois incide diretamente na
diminuicdo desses custos: o aumento da produtividade
animal. As técnicas de produgdo sofreram, portanto,
algumas modificagbes, dentre elas, a diminuigao do periodo
de descanso pos-sangria, aumento do numero de sangrias
por animal, aumento do volume de sangue extraido por
sangria e mudangas nos protocolos de imunizagéo visando
aumento significativo dos titulos de anticorpos dos animais.

Dentre todas, a plasmaferese, que etmologicamente origina-
se do grego e significa “supressao do plasma”, acenou como
sendo altamente promissora, ja que, permite aumento da
produtividade animal acima de 100% atraves de maior
nimero de sangrias em um intervaio de tempo reduzido.

Consequentemente, esta técnica também permite
diminuicdo do namero efetivo de animais produtores e
preservacdo de um melhor estado clinico dos mesmos,
caracterizando preocupagdo com o bem estar de animais
que sao utilizados a servigo da satide humana.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a plasmaferese
como uma técnica que permite aumentar o volume de
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plasma coletado de um equino doador, de forma quantitativa
e qualitativa, ou seja, com titulo satisfatorio de anticorpos,
mantendo-o em condicdes clinicas normais.
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2 LITERATURA CONSULTADA

Hemaferese & o processo de separagdo do sangue total em
seus principais componentes - granulécitos, linfécitos,
plasma, plaquetas e/ou hemacias, sendo que, o componente
de interesse é, entao, coletado e as fragdes remanescentes
sd0 reinfundidas no doador (Gordon, 1984). Assim, segundo
Morin et al. (1983), plasmaferese € a separagéo e colegao
de plasma do sangue total com o retorno intravenoso dos
componentes celulares do doador.

Segundo Jones (1977), esta idéia surgiu em 1914, quando
Abel et al. tentavam desenvolver um rim artificial para
verificar os efeitos de repetidas remogdes de quantidades
consideraveis de sangue. Ja nesta época 0s mesmos
aufores usaram o termo plasmaferese para descricdo do
processo € sugeriram o seu uso na preparagdo de soros
antitoxicos em equinos.

Inicialmente implantada em Barcelona nos anos 1950 por
Grifols-Lucas, a plasmaferese passou a ser largamente
utilizada apos 1965. Segundo Grifols-Lucas (1952) era um
desperdicio desprezar as hemacias que sao, precisamente,
a porgao de sangue que requer mais tempo e material para
sua regeneragdo. O referido autor exemplifica que para
regenerar 100 mililitros de sangue total o organismo
necessita de material para repor cerca de 16 gramas de
hemoglobina, quatro gramas de proteinas plasmaticas e a
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quantidade de ferro correspondente, dentre outros. Porém,
para regenerar a quantidade de plasma extraida de 100
mililitros de sangue total, apenas o material para a reposicaoc
de quatro gramas de proteinas é requerido.

A partir de 1967, a técnica passou a ser utilizada pelo
instituto Mérieux, em Ardéche, Franga, para producao de
soro antilinfocitario, e, em equinos, na linha de produgéo de
soroterapicos a partir de 1972, verificando-se um aumento
de 95,3 para 230,8 litros de plasma por animal/ano (Vellut &
Truchot, 1978).

Além do aumento do volume de plasma produzido, a
plasmaferese €& importante para manter um nivel de
hematocrito conveniente, o que é uma das condiges para
manutencdo de um bom estado clinico (Vellut & Truchot,
1978), pois segundo os mesmos autores, o limite critico,
abaixo do qual a salde do equino doador estd ameacgada &
de 25%, sendo que um hematécrito 6timo para produgéo de
plasma se situa na faixa de 35%, permitindo obter um
rendimento de 4,5 litros de plasma para um volume de sete
litros de sangue. Ja, Morin et al. (1983), observaram que o
melhor rendimento de plasma foi obtido de animais cujo
hematocrito era de aproximadamente 30%.

De acordo com Jain (1986), a rapida perda de sangue pode
levar a morte por choque hipovolémico, sendo que um
animal saudavel pode tolerar mais de 20% na reducao de
seu volume de sangue, porém, sinais de choque podem
aparecer quando este animal perde sangue a partir de 60%
de seu volume normal. Como exemplo, pode-se citar o
trabalho realizado por Walcott (1945), que em um estudo
realizado com 23 caes submetidos a uma hemorragia
macica aguda, observou que 13 morreram quando
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sangrados em uma média de 51,9% do sangue total. Entre
os dez caes que sobreviveram a perda média de sangue foi
em torno de 47,6% do sangue total.

Por outro lado, Baxter et al. (1972) submetendo uma ovelha
a 18 secbes de plasmaferese de quatro em quatro dias,
observaram que a mesma manteve-se em bom estado de
salde, nao apresentando evidéncia de anemia ou perda de
peso.

Green & Ward (1974) também obtiveram 6timos resultados
com a plasmaferese, nao observando nenhuma reag¢éo de
hipersensibilidade resultante de reinfusdo de hemacias no
doador, e que o volume de plasma era restaurado em
poucas horas apos a sangria. Da mesma forma, Bhardwaj et
al. (1977) depois de utilizarem a tecnica por cinco anos em
200 equinos, defendem a sua utilizagao como forma de
aumentar a producéo de plasma em laboratérios produtores
de soros hiperimunes, utilizando-se um programa quinzenal
de plasmaferese, e relatam que os casos de choque
sanguineo devido a transfusdo, neste periodo, foram
insignificantes.

Lundstrdom & Ramgren (1958) usando plasmafereses
semanais, durante dez semanas, em humanos, com
reestimulo imunoloégico a cada quatro semanas, obtiveram
plasma com fitulos satisfatorios de anticorpos contra
Haemophilus pertussis , sendo que, o estado de saude dos
doadores nao pareceu prejudicado e os titulos de anticorpos
mais baixos corresponderam as ultimas plasmafereses.

Segundo Estrada et al (1991) ha uma clara relagao entre o
desenvolvimento da resposta humoral e o aumento da
concentragdo de  proteinas totais em  animais
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hiperimunizados para a produgdc de soros antitdxicos,
sendo que, este aumento se deve, possivelmente, a sintese
de anticorpos. O mesmo autor observou que nas semanas
que se seguem as extensivas sangrias de produgio, ha um
aumento significativo na taxa de hematdcrito e concentragéo
de hemoglobina.

Ja Ugalde (1995) constatou que os niveis de proteinas totais
aumentaram conforme se incrementou a dose de veneno
inoculado, provavelmente devido a um aumento de IgG,
tendo observado também que a taxa de hematocrito e
concentragcdo de hemoglobina tendem a cair conforme
acontecem as sangrias de producgéo.

Euler et al. (1985) trabalhando com ratos, realizaram
plasmaferese utilizando a técnica de circulacdo extra
corporea (artéria-veia) para remogao de plasma, observando
que ha um aumento nos titulos de anticorpos num periodo
de descanso apés a plasmaferese.

Segundo Friedman et al. (1975) & dificil definir com certeza
0s niveis normais de imunoglobulinas em um doador de
plasma submetido a plasmaferese e a significancia da
flutuag&o nos niveis de proteinas e imunogiobulinas.

A execugdo dos procedimentos de plasmaferese, com a
técnica do processador automatico de sangue (circulacéo
extra corpérea), aumentou enormemente a eficiéncia no uso
de animais, e, com isto, reduziu-se o numero de doadores,
resultando também na diminuicdo do tempo de trabalho
{Morin et al., 1983).




26

3 MATERIAL E METODOS

Animais:

Foram utilizados seis equinos machos, sem raga definida, na
faixa etaria de seis a onze anos, pesando entre 350 e 400
Kg, compreendidos entre o 4° e o 8° ciclo de producao, no
periodo de junho a novembro de 1995, selecionados
aleatoriamente do plantel de producdo de plasma
hiperimune, anticrotalico, da Fundagdo Ezequiel Dias, e
mantidos na fazenda da Instituicao localizada em Betim-MG.

Antes do inicio do experimento, estes animais foram
examinados clinicamente. Apés este procedimento os
mesmos foram, entdo, colocados em um piquete de trés
hectares, onde permaneceram por cinco meses, em um
periodo de repouso, para que os parametros hematologicos
e biogquimicos avaliados antes e durante o experimento se
estabilizassem. Dosou-se volume globular conforme Ferreira
Neto et al. (1978), concentragdo de hemoglobina' e
concentragdo de proteinas totais'. Objetivou-se também,
com este descanso, uma redugdo maxima dos niveis de
anticorpos anticrotélicos destes equinos. Durante o
experimento também foram realizados testes de poténcia
dos pools de plasmas dos seis animais em cada sangria,
durante os guatro ciclos de producéo estudados, através de

' Kit Comercial Analysa Diagnostica
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[

ensaio biologico “in  vivo”, numa reagdo de soro
neutralizagdo em camundongos (European Pharmacopeia,
1982). Além disso foi considerado o volume de plasma
produzido por cada animal, & cada sangria, com o objetivo
de se conhecer o volume total de plasma obtido e o ganho
adicional com as terceiras e quartas sangrias.
Paralelamente, considerou-se o© volume de plasma
produzido por outros seis animais anticrotalicos, do mesmo
plantel de produgdo da Fundagido Ezequiel Dias, machos,
nas mesmas faixas de peso, idade e ciclo de produgso,
escolhidos também aleatoriamente e mantidos com o
mesmo padrao nutricional que o grupo em estudo, durante
0s mesmos quatro ciclos de produgdo. Estes animais
tambeém foram submetidos a exame clinico, ac mesmo
periodo de descanso e ao mesmo método de imunizagao,
porém |, sangrados conforme o protocolo Eadréo da
Instituicao, que consiste de duas sangrias, no 23° e 24° dias
do ciclo, sem a devida reinfusio de hemacias,

Ainda durante o periodo de repouso os doze animais
também foram submetidos a controle de endo e
ectoparasitos. Para o controle ectoparasitario foi utilizado o
produto CYPER 10002, na diluigdo de 200 mililitros/100 litros
de agua, usando-se aproximadamente sete litros de solugao
por animal. E, para o controle endoparasitario foi utilizado
EQUALAN PASTA®, na dose de 6,42 gramas de ivermectin
por animal.

Todos os animais foram também submetidos a exame para
anemia infecciosa equina no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da

2 Laboratorio Ouro Fino Ltda
3 Laboratério Prodome
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Universidade Federal de Minas Gerais, através da técnica
de “Enzyme Linked immunosorbent Assay” (ELISA) , método
indireto segundo Reis & Leite (1994).

Ao final deste periodo todos os equinos foram reavaliados
clinicamente e considerados aptos para o experimento
durante o qual foram mantidos no mesmo piguete, sendo
cada um alimentado diariamente com 20 quilos de capim
camerum picado e quatro quilos de ragdo comercial para
equinos, Corcelina 200%. Agua e Suplemento Mineral 80", de
uso comercial, foram colocados a disposi¢ao.

Imunizagdes, sangrias , plasmaferese e coleta de amostras:

Para a realizacio deste experimento eram preparados dois
tipos de indculos utilizando-se como antigeno veneno
crotalico bruto liofilizado, crotamina positivo, produzido peio
Servigo de Serpentario da Fundagao Ezequiel Dias. Um
indculo era preparado utilizando-se 7,5 miligramas de
veneno diluidas em cinco mililitros de solugdo salina a
0,85% e adsorvidas em cinco mililitros de Adjuvante de
Freund Incomp]eto5. Esta emulsao, utilizada sempre no
primeiro dia de cada ciclo de imunizagéo, era inoculada em
quatro pontos da regidao dorso-lombar do animal, 25
mililitros por ponto, utilizando-se sempre a via subcutanea. O
outro indculo era preparado utilizando-se 2,5 miligramas de
veneno diluido em doze mililitros de solugao salina a 0,85%,
sendo as inoculagdes realizadas em seis pontos da regiéo
dorso-lombar do animal, dois mililitros por ponto, no 8°, 10° e
12° dias do ciclo, utilizando-se sempre a via subcutanea.

4 Purina Nutrimentos Ltda
¥ perstorp Biotec Company




29

Uma vez preparados os inéculos em cada ciclo, os seis
animais do grupo tratado foram submetidos aos seguintes

protocolos de imunizagao, sangria, plasmaferese e coleta de
amostras:

1° dia: Cinco ml Adjuvante de Freund incompleto + cinco ml
solugéo salina a 0,85% + 7,5 miligramas de veneno
8° dia: 12 ml solug&o salina a 0,85% + 2,5 miligramas de
veneno
10° dia: 12 ml solugdo salina a 0,85% + 2,5 miligramas de
veneno :
12° dia: 12 ml solucéo salina a 0,85% + 2,5 miligramas de
veneno
22° dia; Sangria de produgao + coleta de dados
23° dia: Sangria de produg&o + plasmaferese + coleta de
dados
24° dia: Sangria de producéo + plasmaferese + coleta de
dados
25° dia: Sangria de produgéo + plasmaferese + coleta de
dados
26° dia: Plasmaferese
16 dias de descanso e retorno ac 1%dia do ciclo

Todas as sangrias finais foram realizadas na veia jugular do
animal, apds garroteamento, tricotomia e assepsia do local,
sendo colhidos volumes aproximados de sete litros por
sangria, em bolsas descartaveis EQ-Jet® esterilizadas, ja
adicionadas de 400 mililitros de solugdo anti-coagulante
(acido acetico, citrato de sodio, dextrose) equipadas com
bolsa anexa para separacdo de plasma. Durante os
procedimentos de sangria as bolsas eram levemente

® JR Industria e Comércio de Produtos Hospitalares Ltda




30

massageadas para uma completa homogeneizacdo de
sangue e anti-coagulante.

Apds a sangria, as bolsas eram colocadas em repouso, na
posicao vertical, durante 24 hs, & temperatura ambiente,
visando uma perfeita hemossedimentagdo. Em seguida
cada bolsa era levada a um aparelho de separagdo de
plasma com o objetivo de transferir o plasma sobrenadante
para a bolsa anexa, tendo-se o cuidado de preservar a
camada de leucécitos depositada sobre a papa de
hemacias. A cada bolsa de plasma, independente do volume
coletado, era adicionada uma quantidade de 20 mililitros de
solugdo de éter-fenol como conservante. As bolsas de
plasma eram pesadas e calculado o volume de plasma
obtido. Apds a separagdo, a cada bolsa de sangria contendo
hemacias e leucdcitos era adicionada uma quantidade de
dois litros de solugéo salina a 0,85% para ressuspensao dos
elementos celulares, € o seu contetdo era integralmente
reinfundido no respectivo animal imediatamente apds a
sangria do dia, exceto no 26° dia do ciclo, quando era
realizada apenas a reinfusao.

Imediatamente antes de cada sangria, eram coletadas
amostras de sangue, em tubos de ensaio de 10 mililitros
com cinco gotas de soluggdo de EDTA a 10%, com agulha
descartavel 40x16, para determinagao dos parametros
hematolégicos ja citados, no 22° 23%, 24% ¢ 25° dias, e,
também, 10 mililitros de sangue em tubos de ensaio com
tampa rosqueavel, que eram colocados em repouso, em
uma inclinagéo de aproximadamente 45°, durante cerca de
trés horas. Em seguida eram levados a geladeira, onde
ficavam a 4° C até o dia seguinte, para uma completa
dessoracdo. Este soro era, entéo, utilizado no 23°, 24° , 25°
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e 26° dias para a determinagdo da concentragdo de
proteinas totais, conforme citado anteriormente.

Analise estatistica:

Durante um periodo de cinco meses, os seis animais do
grupo tratado foram submetidos a quatro ciclos periddicos
de quatro sangrias cada. Assim, um total de 96 observacgdes
foram coletadas para cada uma das caracteristicas de
interesse. A coleta de dados se deu de forma ordenada e
sistematica, isto &, em cada um dos ciclos realizou-se quatro
sangrias, uma subsequente a outra. Sendo assim o
delineamento mais adequado para o experimento em estudo
foi o “Split-Plot” (Montgomery, 1991), onde a sangria € o
fator de “plot” (fator A}, o ciclo é o fator “subplot” (fatorB) e o
animal & o fator de bloco (fator C). Os dados foram tratados
pelo método ANOVA, sendo considerado significativo
p<0,05 (Snedecor & Cochram, 1989), objetivando identificar
se o efeito de pelo menos um fator de interesse (sangria ou
ciclo) era significativo ou n&o. Caso o efeito de um fator
fosse significativo, utilizou-se o teste de Duncan
(Montgomery, 1991) de comparagdes miultiplas, para
identificar qual ou quais niveis deste fator diferiram dos
demais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos seis equinos do experimento foram realizadas quatro
sangrias, divididas em quatro ciclos, num total de 96
sangrias, obtendo-se em média 5,127 litros (TAB. 1 e TAB.
3) de plasma/animal/sangria. O volume total acumulado de
plasma obtido pela realizacdo do experimento foi de 4922
litros (TAB. 1 e TAB. 3). Se 0 experimento tivesse sido feito
somenie até a segunda sangria, o volume total seria de
242 6 litros (TAB. 3). Isso significa que a utilizacdo da
plasmaferese proporcionou um ganho de 103% no volume
total de plasma coletado, em relagdo as duas primeiras
sangrias (TAB. 3). Este resultado esta de acordo com Vellut
& Truchot (1978), que observaram um aumento de 141% no
volume de plasma produzido com a implantacdo da técnica
de plasmaferese, no Instituto Mérieux, Franca, e com Jones
(1977), que também observou um grande aumento no
volume de plasma coletado.

Comparando-se o volume total de plasma acumulado do
grupo submetido a plasmaferese com o volume acumulado
obtido do grupo sangrado conforme protocolo padrao,
observa-se que houve um aumento de 102% no volume total
de plasma coletado (TAB. 3), ja que, o segundo grupo
produziu um total de 244,0 litros nos quatro ciclos
observados (Tab. 2 e TAB. 3). Os animais do grupo padrao
produziram uma media de 5,083 litros de
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plasma/animal/sangria (TAB 2 e TAB. 3), nao diferindo
estatisticamente do grupo tratado.

Os valores encontrados em ambos os grupos, em relagdo ao
volume total de plasma, reforcam a viabilidade deste
procedimento que permite a obtengdo de grandes
quantidades de plasma do mesmo doador, conforme
observado por Lundstrém & Ramgren (1958). Bhardwaj et al.
(1977) também obtiveram excelentes resultados com
relagdo ao volume de plasma produzido, trabathando com
200 equinos submetidos & plasmaferese durante um periodo
de cinco anos.

Um aspecto a ser ressaltado &€ que aumentando-se a
produtividade animal, consequentemente pode-se reduzir
substancialmente os custos, através da diminuigdo do
numero efetivo de equinos doadores, como observado por
Baxter et al. (1972), Bhardwaj et al. (1977), Veliut & Truchot
(1978).

Além de promover maior eficiéncia no uso dos animais, ou
seja, um aumento quantitativo, essa técnica também permite
a produgdo de plasma de boa qualidade, no que concorda
Grifols-Lucas (1952). Esta afirmativa também encontra
respaido no trabalho reatizado por Lundstrém & Ramgren
(1958), onde foram utilizados dez doadores hiperimunizados
contra Haemophilus pertussis, submetidos a plasmaferese
semanal e reestimulados a cada quatro semanas. Os
referidos autores observaram que todas as amostras de
plasma apresentaram titulos satisfatérios, e que os plasmas
das ultimas sangrias apresentavam titulos inferiores aos
primeiros, antes do reestimulo imunoldgico.
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No presente trabalho observou-se um declinio gradativo dos
titulos de anticorpos entre as primeiras e quartas sangrias
(TAB. 4), resultado que também foi observado por Ugalde
(1995). Este declinio deve-se a uma reacao fisioldgica do
organismo que promove um extravasamento de liquidos
intersticiais para o sistema circulatério imediatamente apds a
sangria, numa tentativa de repor a volemia, provocando,
assim, uma hemodiluig&o.

Apesar de observada uma diminuigdo gradativa da poténcia
do plasma, a mesma situou-se sempre acima do limite
minimo determinado pelo protocolo de produgdo da
Fundacéo Ezequiel Dias, de 0,5 mg/ml (miligramas/mililitro},
para o plasma anticrotalico, mesmo nas terceiras e quartas
sangrias (TAB. 4).

Euler et al. (1985) trabalhando com ratos imunizados com
hemacias de carneiro, observaram que apos a plasmaferese
de 2/3 do plasma total houve uma queda significativa do
titulo de anticorpos, que se recuperava em 48 horas e
aumentava em uma semana, sendo que esta recuperagao
se deve a um mecanismo de “feed-back” que regula a
producgao de anticorpos de acordo com os niveis circulantes.
Isto nao pode ser observado neste trabalho, uma vez que, o
intervalo entre sangrias era de 24 horas, ndc havendo,
portanto, tempo suficiente para recuperagédo do titulo de
anticorpos.

Verificou-se neste experimento que apds cinco meses de
repouso, o titulo de anticorpos tendeu a cair aoc minimo,
atingindo, no entanto, niveis elevados apos cada etapa de
hiperimunizagdo (TAB. 4). A recuperag¢do da poténcia do
plasma entre a quarta sangria de um ciclo e a primeira do
ciclo subsequente (TAB. 4) foi sempre acompanhada da
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recuperacao da concentragao de proteinas totais (TAB. 1),
sugerindo que esta se deve as hiperimunizagdes, como
observado por Estrada et al. (1991).

Além de permitir um maior rendimento dos animais, a
plasmaferese também proporciona uma melhor preservacao
do estado clinico dos mesmos, o que foi observado por
Gordon (1984), em um experimento realizado com equinos
de cinco meses a 28 anos, num total de 176 procedimentos
de reinfusdo, entre maio de 1983 a outubro de 1984. No
presente trabalho, este estado clinico foi monitorado pela
avaliagdo dos parametros: percentual de hematdcrito,
concentragdo de hemoglobina e proteinas totais, como
preconizado por Estrada et al. (1991), que obtiveram
variagbes semelhantes para estes mesmos parametros, em
um trabalho executado com equinos em Costa Rica.

Em relacdo ao percentual de hematocrito, os animais
apresentaram, com exce¢do do animal nimero 313, na
segunda sangria do primeiro ciclo, resultados acima de 25%
(TAB.1), nédo tendo sido observado nenhum sinal de
depreciagdo do estado de salde dos mesmos durante todo
0 experimento, em concordancia com os achados de Vellut
& Truchot (1978).

O rendimento médio de 5,127 litros de plasma por sangria,
considerado excelente, foi obtido com os animais
apresentando uma taxa média de hematécrito entre 30% e
35%, o que confere com os achados de Vellut & Truchot
(1978) e Morin et al. (1983).

Numa analise global, constatou-se que as primeiras sangrias
sempre apresentaram o0s maiores valores médios de
percentual de hematdcrito (Graf. 1). Estes resultados podem




ser explicados pelo de fato de que nas semanas que se
seguem as sangrias de producdo, hd uma tendéncia do
hematocrito e hemoglobina aumentarem, provavelmente
como uma resposta a perda aguda de sangue (Estrada et
al., 1991). Entre as demais sangrias, ndo houve grande
diferenca, mas € importante ressaltar que a partir do terceiro
ciclo, a terceira e quarta sangrias apresentam maiores
valores médios do que a segunda, indicando que a
plasmaferese tende a proporcionar aos animais maiores
percentuais de hematocrito (Graf. 1).

Assim, pode-se afirmar que a plasmaferese mantem o
animal doador em condicdes clinicas normais, concordando
com as observagdes de Jones (1977), uma vez que, a
terceira e quarta sangrias de cada ciclo nao diferem
significativamente da segunda sangria. E importante
salientar que o valor encontrado para a primeira sangria
seria maior, independentemente do método utilizado. Alem
disso, o efeito do fator ciclo ndo é significativo, mostrando
que ndo ha alteragdes significativas nos percentuais de
hematdcritos ao longo do pericdo de experimento. A razao
pela qual os valores de hematdcrito nao caem
consideravelmente se deve, possivelmente, ao retorno das
células, quando os equinos recebem os eritrécitos extraidos
no dia anterior (Ugalde, 1995) e possivelmente devido ao
reflexo esplénico que faz com que o bago lance grandes
quantidades de eritrocitos na circulagéo em graves
hemorragias na maioria das especies (Jain, 1986). Tambem
Walcott (1945) defende a idéia de que ha uma reposicao
rapida de liquidos e hemécias no sistema circulatorio apés
extensas sangrias.

Quanto a concentragdo de hemoglobina (Graf. 2), observou-
se que o seu comportamento em fungdoc do numero de
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sangrias € bem semelhante ao comportamento do
percentual de hematécritos (Graf. 1), estando de acordo
com os resultados encontrados por Estrada et al. (1991). A
terceira e quarta sangria nédo diferem significativamente da
segunda sangria, e a resposta da primeira sangria teria sido
maior independentemente do método de coleta. Porém o
efeito do fator ciclo é significativo, 0o que indica que ha
alteragées no percentual de hemoglobina ao longo do
experimento.

Entretanto, em nenhuma das amostras a concentracéo de
hemoglobina situou-se abaixo do limite minimo de 8,0 g/dI
(TAB. 1), indicando que nao houve uma perda substancial
de hemacias durante o periodo de experimento. Porém,
pode-se observar que em 31% das observagdes houve um
aumento acima dos limites normais de 8,0 a 14,0 g/di (Jain,
1986), sem contudo haver um aumento significativo do
hematéerito (TAB. 1). Isto sugere a ocorréncia de hemodlise
provavelmente resultante de uma acgdo do veneno nos
eritrocitos, o que ainda merece maiores estudos.

Em relacéo as proteinas totais, os resultados mostraram que
houve uma pequena tendéncia de variagdo ac longo do
experimento € uma queda significativa a cada sangria
realizada (Graf. 3), concordando com os achados de Ugalde
(1995). O autor observou que as proteinas séricas
diminuiram durante o periodo de sangria, com valores
significativamente diferentes entre as amostras do primeiro
dia, antes de sangrar os animais e a amostra do quarto dia,
um dia apos a terceira e Gitima sangria. Esta tendéncia a
diminuir estd relacionada a uma redugdo no nivel de
anticorpos conforme transcorrem as sangrias.




38

Por outro lado os resultados encontrados contradizem os
achados de Green & Ward (1974). Estes constataram que
as proteinas séricas e o equilibrio eletrolitico mantiveram-se
normais do comego ao fim do periodo de experimento.

O animal namero 313 apresentou, normalmente, valores
para as taxas de hematocrito, concentragbes de
hemoglobina e proteinas totais abaixo dos demais animais
(TAB. 1). Isto se deve, possivelmente, a uma adaptagao do
organismo do mesmo em resposta aos sucessivos ciclos de
produgdo, sem a plasmaferese, a que fora submetido antes
do experimento. Deve-se salientar que esta adaptacao é
mediada por um mecanismo de individualidade biologica,
variando, assim, entre os animais.

Segundo Friedman et al. (1975) avaliagbes e comparagdes
de niveis de proteinas totais e imunoglobulinas em doadores
de plasmaferese sao prejudicadas pelas variaveis inerentes
em cada estudo, incluindo o volume de plasma obtido de
cada doador, a freqiiéncia de doagéo, o volume cumulativo
de plasma doado e o tempo sobre o qual o volume
cumulativo é doado.

Baseado nos resultados relativos aos parametros
produtivos, hematoldgicos e bioquimicos verificou-se que a
técnica de plasmaferese € viavel na producdo de plasma
hiperimune, anticrotalico.
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TABELA 1. Valores das taxas de hematocrito,
concentracdes de hemoglobina, concentragdes de proteinas
totais e volumes de plasma coletados de seis equinos
hiperimunizados com veneno de Crotalus durissus terrificus,
submetidos a quatro sangrias com plasmaferese, por quatro
ciclos.

Animal Data | Ciclo | San- | Hematé | Hemoglo | Proteinas | Volume
gria | crito bina Totais Plasma

(%) {g%) {g/dh (litro)

307 05/06/95| 0 0 42 12,58 8,01 0
26/06/95 | 1 1 45 14,61 9,33 48
27/06/A5 | 1 2 41 15,77 8,56 49
28/06/95 | 1 3 25 8,18 6,99 54
29/06/95 | 1 4 38 14,62 7,22 4.3
07/08/95| 2 1 39 14,92 9,75 47
08/08/95| 2 2 41 12,43 8,83 48
02/08/95| 2 3 36 13,38 8,54 5,1
10/08/95| 2 4 32 15,06 7,34 4.9
18/09/851 3 1 43 14,44 11,12 5,1
19/09/85( 3 2 33 10,89 9,53 55
20/09/95| 3 3 29 19,16 7,96 50
21/09/85| 3 4 37 13,15 8,32 49
30/10/185| 4 1 46 17,30 10,84 47
31/10/95| 4 2 25 9,12 9,31 56
01/11/95| 4 3 27 10,46 8,94 5,6
02/11/95| 4 4 31 11,06 8,98 5,2

Total 80,3
Média 5,018
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TABELA 1 - continuagao

308 05/06/95| 0O 0 48 17,17 8,31 0
26/06/95 1 1 54 20,59 8,84 4.0
27/06/95 1 2 42 15,03 8.35 43
28/06/95 1 3 32 11,83 7,34 51
29/06/95 1 4 41 15,70 7.30 43
Q7/08/85| 2 1 48 18,76 9,99 486
08/08/85% 2 2 486 16,95 8,40 46
09/08/95 | 2 3 42 17,75 7,48 47
10/08/95| 2 4 39 15,27 7,63 46
18/09/95| 3 1 51 20,17 10,33 3,8
19/09/85| 3 2 37 12,78 8,27 47
20/08/95| 3 3 48 9,72 7.98 41
21/09/95| 3 4 39 14,61 7.20 47
30/10/95| 4 1 48 17.86 8,69 4.0
31/110/85| 4 2 37 14 47 7,84 4.2
01/11/85] 4 3 43 17,84 7,66 50
02/11/95| 4 4 42 16,68 7.97 46

Total 71.3

Meédia 4,456

313 05/06/85) O 0 32 9,99 7,68 0
26/06/95 1 1 33 10,98 9,05 55
27/06/95 1 2 24 8,41 8,06 5,5
28/06/95 1 3 27 8,99 7.53 59
29/06/95 1 4 27 9,31 7.02 55
07/08/85| 2 1 30 12,79 8,78 57
08/08/95| 2 2 28 9.88 7,53 54
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TABELA 1 - continuacao

313 09/08/95{ 2 3 26 10,23 7.27 5.8
10/08/95] 2 4 29 12,61 6,85 55
18/09/95| 3 1 36 11,65 9,51 5,5
19/09/95| 3 2 27 9,38 7,75 5,8
20/09/95| 3 3 |29 10,10 7,30 5,5
21/09/95| 3 4 30 10,62 6,53 5,6
30/10/95| 4 1 35 12,51 9,66 54
31/10/95; 4 2 26 8,27 8,74 58
o1/11/95| 4 3 26 9,26 8,59 6,2
02111/95| 4 4 |26 8,93 7,73 56

Total 90,2

Média 5,637

317 05/06/95] © 0 39 11,88 7,46 0
28/06/95| 1 1 43 16,72 9,78 4,6
27/06/95| 1 2 34 12,01 8,22 54
28/06/95| 1 3 30 10,71 7,53 5.4
29/06/95| 1 4 31 11,39 6,38 4,9
07/08/95| 2 1 40 16,69 8,35 4,9
08/08/95| 2 2 32 11,56 6,77 51
09/08/95 | 2 3 34 15,07 7,03 5,7
10/08/85] 2 4 33 12,85 6,19 5.1
18/09/95¢1 3 1 40 13,62 8,16 4.6
19/09/85| 3 2 30 9,93 7.02 5,0
20/09/956| 3 3 36 12,16 7,23 4,9
21/09/95| 3 4 33 11,87 8,77 5,0
30/10/95( 4 1 41 15,03 9,80 5,6
3110/951 4 2 25 9,01 8,08 5,8
01/11/95| 4 3 31 17,71 7,91 5,4
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TABELA 1 - continuagdo

317 02/11/95| 4 4 30 10,72 7,53 55
Total 82,8
Média 5,175
332 05/06/95| O 0 40 12,58 8,34 0
26/08/95| 1 1 38 14,02 9,59 4.1
27/06/95| 1 2 32 11,05 9,73 50
28/06/85 | 1 3 33 11,46 8,48 5.1
29/06/95| 1 4 34 11,96 7,68 50
Q7/08/95) 2 1 37 14,96 8,87 51
08/08/95| 2 2 32 11,14 8,63 55
09/08/95 | 2 3 32 12,24 8,41 50
10/08/951 2 4 32 13,17 7,80 56
18/08/95| 3 1 40 12,51 Q.99 50
19/09/951 3 2 34 11,64 8,66 54
20/09/85| 3 3 32 10,59 7,96 52
21/09/95| 3 4 33 10,86 6,37 52
30/10/855% 4 1 43 15,31 9,78 48
3110095 4 2 32 12,14 8,47 53
01/11/95| 4 3 38 13,46 8,19 50
02/11/851 4 4 36 12,75 7.75 48
Total 81.1
Média 5,068
334 05/06/95| O 0 32 10,73 7,59 0]
26/06/95 | 1 1 35 12,21 8,54 3.9
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TABELA 1 continuacéo

334 27/106/95 1 1 2 25 8,31 7,36 59
28/06/95| 1 3 25 8,35 6,81 57
29/06/95| 1 4 29 11,18 6,26 5,0
07/08/95| 2 1 37 11,20 8,80 54
08/08/95 2 2 386 12,75 7,75 57
09/08r95 | 2 3 34 13,89 7,80 52
10/08/951 2 4 32 13,41 6,45 48
18/09/95| 3 1 37 13,20 8,92 54
19/09/95| 3 2 27 9,62 7,54 55
20/09/051 3 3 30 12,02 7.28 55
21/09/95| 3 4 34 12,56 8,29 58
30/10/95( 4 1 36 13,04 8,40 55
31/10/95| 4 2 29 11,12 7,59 55
01/11/95| 4 3 28 10,54 7.30 6,2
02/11/95| 4 4 30 10,54 6,89 57

Total 86,5

Media 5,406

Total geral 492 2

Media geral 5,127
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TABELA 2: Valores dos volumes de plasma coletados de
seis equinos hiperimunizados com veneno de Crofalus
durissus terrificus,
plasmaferese, por quatro ciclos:

submetidos a duas sangrias sem

Volume de
Animal Data Ciclo Sangria plasma (litro)
305 27/06/95 1 1 3,9
29/06/95 1 2 54
08/08/95 2 1 52
10/08/95 2 2 53
19/09/95 3 1 5,1
21/09/95 3 2 5.3
31/10/95 4 1 54
02/11/95 4 2 49
Total 40,5
Média 5,062
309 27/06/95 1 1 41
29/06/95 1 2 47
08/08/95 2 1 49
10/08/85 2 2 52
19/09/95 3 1 49
21/09/95 3 2 5.1
31/10/95 4 1 49
02/11/95 4 2 5,0
Total 38,8
Média 4,850
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TABELA 2 - continuacio

312 27/06/95 1 1 46
29/06/95 1 2 6.0

08/08/95 2 1 45

10/08/95 2 2 51

19/09/95 3 1 4.8

21/08/95 3 2 47

31/10/95 4 1 4.4

02/11/95 4 2 48

Total 389
Meédia 4 862
‘ 316 27/06/95 1 1 40
29/06/95 1 2 6,2

08/08/95 2 1 48

10/08/95 2 2 54

19/09/95 3 1 48

21/09/95 3 2 5,4

31/10/85 4 1 51

02/11195 4 2 57

Total 414
Meédia 5,175
319 27/06/95 1 1 4.6
29/06/95 1 2 59

08/08/85 2 1 5,1

10/08/95 2 2 53

19/09/95 3 1 50




TABELA 2 - continuagéo
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319 21/09/95 3 2 55
31/10/95 4 1 54
02/11/95 4 2 51
Total 419
Média 5,112
345 27/06/95 1 1 4.9
29/06/95 1 2 49
08/08/95 2 1 53
10/08/95 2 2 57
19/09/95 3 1 47
21/09/95 3 2 57
31/10/95 4 1 55
02/11/95 4 2 5.8
Total 425
Média 5,312
Total geral 2440
Média geral 5,083
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TABELA 3: Valores comparativos dos volumes de plasma,
em litros, coletados de seis equinos hiperimunizados com
veneno de Crotalus durissus terrificus, submetidos a quatro
sangrias com plasmaferese e de seis equinos submetidos a
duas sangrias sem plasmaferese, por quatro ciclos.

GRUPO} SANGRIAS |MEDIA TOTAL GANHO %
1"e2?|3%e4? PRODUZIDO | TRATAD | PADRAO
Q
Tratado [2426 [2496 | 5127 4922 103 102
Padrao |244,0 - 5,083 2440 - -
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TABELA 4- Poténcia dos pools de plasma de seis equinos
hiperimunizados com veneno de Crotalus durissus terrificus,
em miligrama/mililitro (mg/ml), submetidos a quatro sangrias
com plasmaferese, por quatro ciclos.

Ciclo Sangria Poténcia (mg/ml)
Q 0 0,11
1 1-2-3-4 1,26
2 1 2,58
2 2 1,91
2 3 1,39
2 4 0,95
3 1 2,75
3 2 2,45
3 3 1,23
3 4 117
4 1 1,88
4 2 1,38
4 3 0.
4 4 0,89
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Grafico 1: Sequéncia dos percentuais médios das taxas de
hematocrito de seis equinos hiperimunizados com veneno
de Crotalus durissus terrificus, submetidos a quatro sangrias
com plasmaferese, por quatro ciclos.
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Grafico 2: Sequéncia dos percentuais medios das
concentragbes de hemoglobina de seis equinos
hiperimunizados com veneno de Crotalus durissus terrificus,
submetidos a quatro sangrias com plasmaferese, por quatro
ciclos.
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Grafico 3: Sequéncia dos percentuais médios das
concentragbes de proteinas totais de seis equinos
hiperimunizados com veneno de Crotalus durissus terrificus,

submetidos a quatro sangrias com plasmaferese, por quatro
ciclos.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo da técnica de plasmaferese na produgéo de
plasma hiperimune, anticrotalico, € viavel, uma vez que,
permite aumentar o volume coletado de cada equino doador,
com poténcia satisfatoria, através de maior numero de
sangrias em intervalo de tempo reduzido, mantendo-o em
condi¢bes clinicas normais.




53

6 SUMMARY

Six equine were hyperimmunized with Crotalus durissus
Terrificus venom for four consecutive cycles. At the end of
each cycle the horses were individually bled for four
consecutive days and seven litres of blood was collected in
each bleeding. A total of 28 litres of blood was obtained from
each horse at the end of each bleeding procedure. The
potency of plasma declined throughout the bleedings but
mantained an antibodies titre well above the minimal
required. The plasmapheresis technique used in this equines
for the production of anticrotalic antivenom sera yelded an
increase of 102% in the volume of hyperimmune plasma
produced in comparison to the volume obtained by the
standard method of only two bleedings without reinfusion of
erytrocytes in the donor horse. The technique allowed the
collection of larger volumes of plasma without interfering
significantly in the clinical status of the animals. The results
show that plasmapheresis procedure used is highly
recommendable for the production of hyperimmune serum.

Key-words: plasmapheresis, equines, hyperimmune plasma,
clinic status.
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