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RESUMO 
A plasmaférese é um procedimento que consiste na retirada do sangue total de um doador e em seguida, separação do plasma com reinfusão dos elementos remanescentes. Este procedimento pode ser manual ou automatizado, não havendo, na literatura, relatos da plasmaférese automatizada na espécie equina. Este artigo busca relatar dois procedimentos de plasmaférese automatizada em eqüinos, realizados durante processo de padronização da técnica. Avaliou-se a variação e o tempo de recuperação do hematócrito e níveis séricos de proteínas totais nos animais. De acordo com a literatura, a recuperação dos níveis hematimétricos na plasmaférese manual ocorre após aproximadamente 45 a 60 dias. Nos procedimentos de plasmaférese automatizada, observou-se recuperação hematimétrica acima de 75% em 96 horas. Com a automação da plasmaférese pode-se observar uma recuperação hematimétrica dos doadores significativamente mais rápida com maior agilidade no procedimento, além de menor manipulação e risco de contaminação do produto. No entanto há a necessidade de mais pesquisas para padronização da técnica e estudo da viabilidade do procedimento na espécie eqüina.
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ABSTRACT
Plasmapheresis is a procedure which consists in removing the blood from a donor and separations of plasma and reinfusion of remaining elements. This procedure can be manual or automated, however, in the literature, no have reports of automates plasmapheresis in the equine species. This article seeks to report two automates plasmapheresis procedures in horses, during the process of standardization of the technique. We evaluated the variation and the recovery time of hematocrit and serum total protein in animals. According to literature, the recovery of hematimetric levels in manual plasmapheresis occurs after approximately 45-60 days. In the automated procedures, was observed the hematimetric recovery above of 75% in 96 hours. With the automation of plasmapheresis can observe a recovery of hematology donors significantly faster with greater flexibility in the procedure.The procedures automated plasmapheresis, and less manipulation and risk of product contamination. However there is a need for more research to standardize the technique and study the feasibility of the procedure in horses. 
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O processo de plasmaférese consiste na remoção do sangue total de um paciente em bolsa com anticoagulante (normalmente citrato de sódio 20%), seguida pela separação ou obtenção do plasma, que pode ocorrer por decantação das hemácias, centrifugação ou filtragem específica. A parte remanescente do sangue é infundida novamente no paciente. O procedimento pode ser realizado manualmente ou de forma automatizada, sendo indicado para remover uma substância ou componente sanguíneo presente em quantidade excessiva na circulação, ou simplesmente para obtenção de plasma rico em anticorpos específicos para uma determinada enfermidade ou veneno (AABB, 2002). Segundo Marques Jr. et al (2011), a plasmaférese pode ser terapêutica, para o tratamento de doenças auto-imunes; ou transfusional, para a coleta de plasma.
Atualmente na Medicina Veterinária, as indicações para a infusão de plasma incluem deficiências na hemostasia, transferência de imunidade passiva, imunodepressão, hipoproteinemia ou hipovolemia. Também em eqüinos, o plasma fresco ou fresco congelado tem seu uso indicado para o tratamento de patologias que resultam em hipoproteinemia, quando há necessidade de expansão aguda de volemia; em casos de falha na transferência de imunidade passiva; ou quando se pretende fornecer imunidade específica como Rhodococcus equi e Salmonella typhimurium (Hunt; Moore, 1990; Smith; Sherman, 1994; Durham, 1996; Collatos, 1997; Stoneham, 1997). Desta forma, a plasmaférese torna-se cada vez mais necessária na produção de plasma hiperimune para o tratamento clínico de animais imunodeprimidos.
A plasmaférese em equinos já havia sido relatada por Vaz e Araújo em 1949, que avaliaram a possibilidade da sua utilização no processo de recuperação dos animais sangrados para a produção de soro hiperimune, sendo relatadas diversas complicações nos doadores. Já em humanos, esta técnica passou a ser utilizada a partir da década de 60, devido à rápida recuperação hematológica dos doadores através da devolução dos hemocomponentes (Schwab e Fahey, 1960; Post, 2000).
A plasmaférese automatizada é realizada de forma rotineira somente em humanos, através de um circuito plástico descartável e estéril acoplado ao equipamento de aférese, o qual separa o plasma por centrifugação ou micro-filtragem. O sangue circula exclusivamente nesse circuito, não entrando em contato direto com o equipamento. 
Objetivou-se com este trabalho, relatar dois procedimentos de plasmaférese transfusional automatizada realizados na espécie eqüina.
Foram selecionados dois eqüinos machos, sem raça definida, com  idade de 7 (EQ1) e 12 anos (EQ2) e peso de 320 kg e 350 kg, respectivamente. Os animais foram previamente vacinados, desverminados e submetidos a avaliações hematimétricas.
No momento pré-aférese foi realizada a mensuração do hematócrito (Ht,%) e níveis séricos de proteínas totais (Pt; gramas/decilitro) dos EQ1 e EQ2, que foram respectivamente de: Ht - 34% e 35%; e Pt - 8,4 e  9,2 g/dl, apresentando valores normais para a espécie segundo Souza Netto (2011). Novas mensurações do Ht e Pt foram realizadas nos tempos de amostragem: 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 30 dias.
Para mensuração da proteína total, utilizou-se kit Proteínas Totais Labtest® (Labtest Diagnóstica S/A - Lagoa Santa, Brasil), utilizando-se de um espectofotômetro Photonics 2000UV (Bel Equipamentos Analíticos Ltda. - Piracicaba, Brasil), e o hematócrito através de centrífuga microhematócrito 12000 rpm (Microspin Gemmico Industrial Corp. – Taiwan, China), avaliando assim, a recuperação plasmática de proteínas (retiradas na coleta) e dos níveis de eritrócitos, avaliando uma possível desidratação ou perda de eritrócitos concomitante ao procedimento.
O cálculo dos valores de média aritmética e desvio-padrão dos resultados obtidos nessa pesquisa foram determinados utilizando o programa de computador ASSISTAT Versão 7.6 beta (Silva, 2009). A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste Shapiro-Wilk. Posteriormente realizou-se a análise de variância utilizando o delineamento em blocos casualizados, onde cada animal foi considerado um bloco, bem como o Teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade.         

Para o procedimento da plasmaféreses, utilizou-se um kit específico para o procedimento (kit PL1 – Fresenius  HemoCare do Brasil) acoplado ao equipamento Fresenius modelo AS104 (Comitê Transfusional Multidisciplinar, 2011). O kit PL1 é acoplado ao equipamento, juntamente com a solução fisiológica 0,9% para reposição do volume de plasma retirado e o citrato de sódio, para evitar a coagulação sanguínea extracorpórea.

O equipamento funciona através da separação dos componentes por centrifugação, onde o sangue anticoagulado presente no circuito sofre ação de uma força centrífuga e ocorre a sedimentação de camadas devido à densidade dos componentes do sangue (Marques Jr. et al., 2011). 

Foi puncionada a veia jugular esquerda com agulha 40X16 (Prod. Hospitalares DI - Belo Horizonte, Brasil) para retirada do sangue e acoplou-se ao kit. Iniciou-se o funcionamento do equipamento e, após o início da centrifugação do sangue, a veia jugular direita foi puncionada com cateter 14G (Nipro Medical Ltda – Sorocaba, Brasil)  para retorno do sangue.
Para o cálculo do volume plasmático a ser retirado, considerou-se 8% do peso total do doador como valor absoluto de sangue, considerando um hematócrito médio de 35% (Souza Netto, 2011), obtém um valor total de plasma de cerca de 65% do volume total de sangue. Assim, calculou-se um volume de retirada máximo de 20% do volume total do plasma circulante, o que representava 3328 ml para o Animal 1 e 3640 ml para o Animal 2. 
O protocolo inicial preconizado, tomando como base os procedimentos no Hemocentro da Unicamp, em humanos, com a utilização da agulha calibre 40X16 para a retirada de sangue e a proporção de citrato de sódio de 1:12 apresentaram duas intercorrências. A primeira delas foi a não manutenção da veia de retirada com a agulha, tendo que ser por manipulada várias vezes, causando leve flebite no EQ1. A segunda foi a coagulação do sangue no cateter de reinfusão, impedindo a fluidez do mesmo no circuito, sendo utilizada solução heparinizada na diluição de 25 000 UI de Heparina Sódica (HEPAMAX-S® - Blausiegel Ind. e Com. Ltda. - Cotia, Brasil) em 500 ml de Solução Fisiológica 0,9 % (Fresenius Kabi Deutschland - Friedberg, Alemanha) diretamente no cateter da via de reinfusão a cada 100 ml de coleta. Mesmo assim ocorreu flebite na veia jugular direita do EQ1, inviabilizando-a para uso. Nesse momento foi necessária a punção da veia cefálica com cateter 18G para o retorno do sangue. O volume de sangue processado no EQ1 foi de 4313 ml com obtenção de 2580 ml de plasma coletado, repondo-se 1500 ml de Solução Fisiológica 0,9 %.
No EQ2 aumentou-se a concentração para 1:10 da solução anticoagulante (citrato de sódio 20%), porém ainda tornou-se necessária a utilização de solução heparinizada diretamente no cateter da via de reinfusão a cada 300 ml de plasma coletado, sendo que por várias vezes o mesmo obstruiu-se.O volume de sangue processado foi de 6350 ml, com obtenção de 2578 ml, repondo-se 1600 ml de Solução Fisiológica 0,9% .No segundo animal, o sangue com maior fluidez permitiu o processamento  de volume  superior em 47,23%  em  relação ao EQ1, diminuindo o tempo de coleta em 50 minutos conforme citado a seguir.
O tempo de coleta no EQ1 foi de 150 minutos e no EQ2 100 minutos, com média e desvio padrão de 125 ± 35,3553 minutos, próximo à duração do procedimento em humanos (em média 120 minutos), com o processamento médio de 5331,50 ±1440,38 ml de sangue e coleta de 2579 ±1,41 ml de plasma de cada animal
Os valores de Ht e Pt nos diferentes tempos de amostragem estão discriminados na Tabela 1. 
	Tabela 1-
	Valores médios de Hematócrito-Ht (%), Proteína Total-Pt (g/dL), com respectivas médias e desvios Padrão dos animais no momento pré-aférese e durante o período de recuperação hematimétrica após a plasmaférese automatizada.


	Animal
	Pré-aférese
	24 horas após
	48 horas após
	72 horas após
	96 horas após
	30 dias após
	Media e
Desvio Padrão

	EQ1
	Ht
	35
	30
	32
	34
	34
	36
	33,5 ± 2,16

	
	Pt
	9,2
	6,8
	6,3
	6,8
	7,2
	8,4
	7,45 ± 1,11

	EQ2
	Ht
	34
	34
	35
	32
	30
	34
	33,16 ± 1,83

	
	Pt
	8,2
	7,2
	7,3
	7,8
	8,4
	8,4
	7,88 ± 0,53


Através da aplicação do teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, constatou-se que os valores dos Ht (%) e  Pt (g/dl) não diferem estatisticamente entre si, independente dos tempos de amostragem, com valores dos graus de variação através do teste estatístico F entre os blocos e coeficiente de variação em porcentagem de : 0,066 e 6,663% para Ht; e 1,6216 e 7,6871% para Pt . 
Segundo Parra (2005), o procedimento de plasmaférese manual em eqüinos tem duração de 4 dias, dividido em 3 etapas, e a recuperação do eqüino doador dá-se com 45 a 60 dias após o procedimento. Nesse relato, com a plasmaférese automatizada, nota-se recuperação dos níveis de Pt séricos em 78,25% no EQ 1 e 100% no EQ2 já com 96 horas após os procedimentos.
Ângulo et al (1997) avaliaram que o valor do hematócrito aumentava após a plasmaférese manual devido à hemoconcentração, sendo estabilizado após hidratação dos equinos. Na plasmaférese automatizada, mesmo repondo cerca de 1000 ml a menos do volume de plasma coletado em ambos os animais, não se constatou tal ocorrência, sendo que as concentrações de Ht diminuiram nas horas posteriores aos procedimentos, com variação máxima de 14,28% (EQ1 com 24 horas).
Na Medicina, relata-se algumas manifestações anafiláticas leves ou severas durante a plasmaférese automatizada, principalmente relacionadas ao citrato de sódio, tais como prurido, pápulas, inchaço nos olhos, blefaroespasmo, lacrimejamento, tosse seca, falta de ar e estertores nas vias aéreas (Marques Jr. et al, 2011), porém não foram observadas nenhuma das reações nos dois animais. 

Apesar das intercorrências operacionais, a plasmaférese automatizada mostrou-se eficaz para a coleta de plasma eqüino, com excelente recuperação hematimétrica quando comparado com o procedimento manual.
Há a necessidade de mais estudos e adequação do equipamento ao uso em eqüinos, pois a técnica mostra-se eficaz e promissora, no sentido da recuperação dos valores hematimétricos de doadores e diminuição da manipulação e contaminação do produto.
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