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PRODUTORES DE SOROS HIPERIMUNES ANTIBOTROPICO
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Resumo. O processo de produgéo de plasma hiperimune no Instituto Vital
Brazil seguiu um calendério proprio, tendo como objetivo o monitoramento
dos eqiiinos para a avaliagdo do da satde dos animais. O estudo foi baseado
na realizagdo de hemogramas periddicos, em vinte nove cavalos imunizados
e seis cavalos ndo imunizados. Foram colhidas amostras antes da inoculagéo,
das sangrias de produgao e ap6s as reinfunsoes das hemacias, totalizando em
350 amostras. Variagdes pouco significativas foram observadas nas andlises
de leucograma e eritrograma no grupo experimental quando comparados ao
grupo controle. Apds o periodo de repouso foi observada uma recuperagao
dos valores hematoldgicos (96,4% dos hematdcritos e 98,7% dos eritrdcitos),
o que facilitou o rapido retorno para normalidade hematoldgica dos animais.
Desta forma foi evidenciada que plano de imunizagio utilizado pela Fazenda
Vital Brazil torna os eqiiinos aptos para um novo ciclo de produgao de plasma.

Palavras-chaves: Hemograma, Bothrops, plasmaferese e cavalos.

Introducdo. No Brasil sdo registrados cerca de 28 mil casos de acidentes
ofidicos por ano, a maior parte ¢ causada pelo género Bothrops (~ 90%) com
uma letalidade cerca de 0,4% dos casos tratados. Os soros antiofidicos sdo
adquiridos pelo Ministério da Saude e disponibilizados gratuitamente no
Sistema Unico de Satide. Quatro laboratérios produzem o soro antibotrépico:
o Instituto Butantan (SP), Instituto Vital Brazil - IVB (R]), Fundagdo Ezequiel
Dias (MG), Centro de Produgao e Pesquisa de Imunobiolégicos (PR), com
venenos provenientes das cinco espécies do género: Bothrops jararaca - 50%,
B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussu e B. neuwiedi — 12,5% (1). A produgdo
do soro antibotrépico utilizando eqiiinos inicia-se com a extragao do veneno
das serpentes e preparacdo do antigeno para inoculagido nesses animais. O
trabalho teve como objetivo a avaliagiao das alteragdes hematoldgicas dos
eqiiinos submetidos ao protocolo préprio de imunizagdo antibotrépico. O
monitoramento da recupera¢dao dos animais ap6s os ciclos de inoculagio,
sangria e plasmaferese foi importante para avaliar o protocolo usado pelo IVB
na produgdo do plasma hiperimune.

Materiais e Métodos. Para o estudo foram utilizados trinta e
cinco eqiiinos mestigos entre machos e fémeas com idade de 6 a 15 anos,
clinicamente sadios. Foram utilizados vinte e nove eqiiinos imunizados no
grupo experimental e seis eqilinos no grupo controle nao imunizados. Todos
os animais sdo do plantel da Fazenda Vital Brazil. O periodo de avaliagdo
dos eqiiinos por hemograma foi acompanhado durante quatro meses e
compreendeu o periodo de inoculagio, sangria e plasmaferese, totalizando 350
amostras do grupo experimental, em dois ciclos. As amostras foram coletadas
segundo o protocolo de imunizagao do Instituto Vital Brazil (Quadro 1), que
consiste de um periodo de inoculagdo com quatro aplicagées do antigeno. Ao
final das inoculagoes foi realizado o tubo prova para avalia¢do do titulo de
anticorpos. A etapa seguinte consiste no periodo de sangria (quatro sangrias
com arespectiva reinfusdo das hemdcias). A avaliagdo dos resultados foi obtida
segundo o calendério de imunizagao e sangria apresentado no quadro abaixo.

Quadro 1 - Calendério de imunizagao e sangria dos eqiiinos produtores de
plasma antibotrépico.

Calendario de

1° Periodo 2° Periodo

imunizacgdo e sangria

Imunizagdo 18/01 a 28/01/2011 21/03 a 25/03/2011
Sangria 02/02 a 08/02/2011 30/03 a 06/04/2011
Descanso 09/02 a 14/03/2011 07/04 a 09/05/2011

Para a realizagio do hemograma foram coletadas amostras de sangue,
com um volume de 4,5 mL de cada animal, sempre no periodo da manha e
pela pungdo da veia jugular externa usando uma seringa descartavel de 10
mL, com agulha de 40 x 12 descartavel e tubos com anticoagulante (tubo
BD Vacuntainer estéril com K2 Etilenodiamino tetracetico - EDTA 72 mg).
As amostras foram processadas no equipamento Analisador Hematologico
Automatizado Poch-100iV Diff (Veterinario). Foram avaliados os pardmetros:
Leucdcitos, eritrdcitos, hematdcrito e % de células leucocitdrias (neutrofilos,
mondcitos e basofilos). O célculo dos valores da média aritmética, do desvio-
padrio e a variagdo dos resultados obtidos para os pardmetros hematoldgicos
avaliados nesta pesquisa foram determinados pelo método descrito no SAS/
STAT® 9.2 User’s Guide Introduction to Clustering Procedures (3).

Resultados e discussdo: O hemograma é uma ferramenta muito
importante na clinica veterinaria, na avaliagdo e no monitoramento da
satide do animal. Os valores fisiolégicos de referéncia sao influenciados pelo
ambiente, a espécie, a raca e a idade do animal (4). Duas partes sdo utilizadas
para a avaliagdo: o leucograma e o eritrograma. O leucograma tem como
fungdo avaliar a resposta do hospedeiro frente aos estimulos antigénicos
provocados, seja por infec¢des microbianas ou por um agente externo
(inoculagdo do veneno); e o eritrograma que compreende o nimero total de
hemicias, a concentragdo de hemoglobina, volume globular e as proteinas
plasmaticas (5). A primeira etapa estudada foi o leucograma. Estas células
estdo relacionadas com a defesa organica dos eqiiinos, e quando estimuladas
por intermédio da utiliza¢do do pool de veneno botrépico, desenvolvem uma
reposta humoral. A anélise do grafico 1 do leucograma dos eqiiinos do grupo
experimental demonstrou uma pequena leucocitose (valor médio 11,9 x 10%/
pL * 1,03) quando comparado ao grupo controle (valor médio 9,7 x 10%/pL +
0,41). O grafico 2 apresentou uma variagdo pouco significativa no aumento
de neutrofilos, basofilos e mondcitos do total de leucdcitos (valor médio 73,4
% + 3,6) em relagdo ao grupo controle (63,2 % + 2,0). Os dados do grafico 1
e 2 comprovaram uma variagao dos valores das células leucocitarias, durante
o protocolo de inoculagio dos animais do grupo experimental, fato que
deve estar relacionado ao estimulo antigénico, porém esta variagiao ndo foi

significativa ao serem correlacionados com os valores do grupo controle.
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Grafico 1 - Média dos leucocitos

Média dos Neutrofilos, Mondcitos e Basofilos do Total
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Grafico 2 - Média dos neutrofilos e outros

As médias dos leucécitos do grupo experimental e do grupo controle
se apresentaram dentro dos pardmetros normais dos valores de referéncia
encontrados na literatura para leucdcitos (valor 60 -120 x 100/pL), segundo
Garcia-Navarro e Pachaly (6).

A segunda etapa de avaliagio do hemograma consistiu na analise dos
dados do eritrograma, devido a importincia do acompanhamento do
hematocrito e dos eritrdcitos, uma vez que, os animais sdo submetidos a
sangrias periddicas para a produgao de plasma hiperimune. As anemias que
ocorrem durante as manipulagdes com o decréscimo do nimero de eritrdcitos
e conseqiientemente do hematdcrito, pode ocorrer nio somente pela perda
dos eritrécitos, mas também de plasma altamente protéico, segundo Feldman
et al. (7). A reinfusdo de hemadcias auxilia na recuperagdo hematoldgica e no
retorno do animal ao seu estado fisiologico normal. Existe a possibilidade
dos animais ndo se recuperarem devido ao acometimento destas anemias
sem resposta medular isso pode ocorrer, tanto pela interferéncia indireta da
inoculagao cronica do veneno quanto pelo esgotamento das reservas de ferro
e de proteinas conseqiientes as sangrias sucessivas (8). A analise do grafico 3,
da média dos eritrocitos dos eqiiinos do grupo experimental, apresentaram
uma pequena variagdo (valor médio 74 x 10°/pL + 0,54) quando comparado
ao grupo controle (valor médio 78 x 10/uL + 0,31). O grupo experimental
(grafico 4) apresentou uma variagdo pouco significativa no hematdcritos
(valor médio 33,8 + 2,42) em relagdo ao grupo controle (Valor médio 36,5 +
1,7). Ao final do periodo de descanso os animais recuperaram em torno de
96,4% dos hematdcritos e 98,7% dos eritrdcitos em relagao ao grupo controle.
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Grafico 3 — Média dos eritrocitos
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Grafico 4 — Média dos hematdcritos

Conclusdo. Com o presente trabalho verificamos a eficacia do protocolo
de imuniza¢do utilizado pela Fazenda Vital Brazil na obtengdo de plasma
hiperimune antibotrépico. O tempo de recuperagio dos animais, determinado
pelo protocolo, utilizado na rotina de produgao do IVB atende os requisitos de
manutengio da higidez dos eqiiinos, assim como, o tempo protocolado para
inoculagao de veneno, sangria e recuperagao dos eqiiinos ¢ adequado e nao
compromete a saide do animal.
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