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Dedico aqueles que ao longo dos seéculos contribuiram para o crescimento da
hemoterapia, aos quais devemos respeito e desculpas pelo sofrimento: os cées.
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RESUMO

Na Medicina Veterinaria, em situacbes emergenciais, 0s cdes doadores de sangue nao
S0 muito numerosos e a escassez dos mesmos leva a transfusdes de sangue dos animais
disponiveis, sem sequer dar a atencdo para seu tipo sanguineo. Mas, para 0s animais que
serdo submetidos a uma segunda transfuséo ou outras, a presenca de aloanticorpos € um
sinal de alerta para que apenas recebam sangue de caes compativeis ou de mesmo tipo

sanguineo.

Foram pesquisados anticorpos antieritrocitarios em trinta e trés cédes transfundidos em
uma Unica vez com o sangue do grupo DEA 1.1, por meio da citometria de fluxo e
comparou-se o0s resultados com os da prova de reagdo cruzada lenta em tubos dos
mesmos com sangue DEA 1.1. Para a realizacdo desse objetivo central procedeu-se
testes de tipificacdo sanguinea por cromatografia em sangue estocado de doadores para
classificar os mesmos em DEA 1.1 positivo e DEA 1.1 negativo; prova de reagdo
cruzada nos dias 7, 14, 21 e 28 ap6s o recebimento da transfusdo sanguinea; e nessas
mesmas datas foram tracados perfil hematoldgico e bioquimico dosando creatinina e

gama-glutamil transferase (yGT) para avaliacdo de cada animal pesquisado.

Com esses testes, determinou-se a positividade e negatividade dos soros testados e foi
possivel mensurar a intensidade das reacGes positivas com relacdo ao tempo decorrido
da primeira exposicdo ao antigeno DEA 1.1. Foi encontrada uma associacdo entre 0s
resultados da citometria de fluxo e a prova de reagédo cruzada sendo que os achados da
citometria de fluxo apresentaram grande especificidade e os da prova de reagéo cruzada
mais sensibilidade, podendo confundir o resultado de produgdo de anticorpos com
reacOes autoimunes. Com isso concluiu-se que a citometria de fluxo € uma técnica

eficaz para a pesquisa de anticorpos anti DEA 1.1 positivo.

Palavras-chave: Aloanticorpos; Anticorpos caninos; DEA 1.1; Transfusdo de sangue
em caes.
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ABSTRACT

In Veterinary Medicine, in many emergency situations, the dog blood donors are not
very numerous, and the shortage of them results in a search for blood transfusions of
available animals, for which it is not even given the attention about the blood types of
these dogs. However, for dogs that will undergo a second or another transfusion, the
presence of alloantibodies is a warning sign for the blood be only received from dogs of

the same or compatible blood type.

The antibodies were studied in thirty-three only once transfused dogs with blood of the
DEA 1.1 group, through flow cytometry, and after this the results was compared to the
crossmatching in the same tubes containing the blood of DEA 1.1 group. To achieve
this central objective was proceeded blood typing tests by chromatography of stored
donated blood to classify it into positive DEA 1.1 and negative DEA 1.1 groups; as well
the result of the crossmatching on the following days: 7, 14, 21 and 28, after receive the
blood transfusion. In these days were set hematological and biochemical profiles dosing
creatinine and gamma glutamyl transferase (yGT) for the assessment of each animal
studied.

With these tests, the positivity and negativity of tested serums could be determined and,
thus, it was possible to measure the intensity of positive reactions with respect to the
elapsed time from the first exposure to the antigen DEA 1.1. It was found an association
between the results of the flow cytometry and the positivity of the crossmatching,
considering that was found in the flow cytometry a highest sensitivity in comparison to
what was found in the crossmatching, in which was exhibited a lower sensitivity, what
may confound the result of antibodies producing with autoimmune reactions. Thus, it
was concluded that the flow cytometry is an effective technique for the detection of
positive anti DEA 1.1.

Keywords: Alloantibodies; Canine antibodies; DEA 1.1; Blood transfusion in dogs.
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1 INTRODUCAO

A Medicina Transfusional representa papel importante na clinica de pequenos animais,
promovendo a homeostasia por meio do uso do sangue total, ou, preferencialmente de
seus hemocomponentes. Dentre seus objetivos, reestabelece a volemia e a reposicéo de
proteinas hemostaticas, assim como a oxigenacdo tecidual; melhora a atividade oncética
e faculta transferéncia passiva de imunidade (REICHMANN; DEARO, 2001; BOCHIO
etal., 2010).

A primeira notificacdo de transfusdo de sangue de cdes ocorreu em 1665 (DODDS,
2005). No século XIX, tomou-se conhecimento do primeiro relato de transfuséo
sanguinea entre seres humanos, e vale lembrar que somente no século XX mudancas
tecnoldgicas foram incorporadas a hemoterapia, com o reconhecimento da necessidade
da escolha do doador ideal, do uso de anticoagulantes e de técnicas de esterilizacdo
(LACERDA, 2005).

A transfusdo sanguinea é uma forma de transplante, existindo, portanto, riscos
associados aos seus procedimentos (LEMOS et al., 2010). Uma rigorosa sele¢do de
doadores reduz ao maximo o risco de reacdes transfusionais. Esta selecdo deve obedecer
também a critérios de seguranca, para que animais doadores ndo venham a sofrer efeitos

deletérios da doacéo de sangue.

Atualmente, em Medicina Veterinaria, a pratica segura das transfusdes sanguineas
ganha cada vez mais destaque, estabelecendo-se normas pré-transfusionais de triagem
para 0s animais doadores, 0 que representa uma tendéncia de padronizagdo da avaliacao
pré-transfusional (TOCCI; EWING, 2009).

H4, a cada dia, mais testes capazes de diagnosticar doencas transmissiveis pelo sangue e
as solucdes preservantes das bolsas tém melhorado a qualidade dos hemocomponentes
estocados. Ressalta-se que também existem equipamentos modernos capazes de reduzir
0s riscos de contaminacdo dos produtos sanguineos durante seu processamento
(VIEIRA et al., 2009).

E notdrio que, para uma transfusdo de sangue segura, é importante que se faca uso do
sangue tipificado e compativel (DODDS, 2005). O reconhecimento dos tipos

sanguineos na imuno-hematologia em diferentes populacGes caninas de variadas ragas
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tem sido estabelecido com vistas a manutencdo de um arquivo de dados dos doadores
(ESTEVES et al., 2011).

No entanto, hd poucos estudos que relatem a monitoracdo dos cdes receptores de
sangue, no que diz respeito as respostas imunoldgicas quando eles recebem sangue
DEA 1.1, sendo DEA 1.1 negativo, mesmo tendo sido feita previamente a prova de

compatibilidade.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A primeira transfusdo sanguinea realizada no mundo, que se tenha conhecimento,
ocorreu entre dois cdes, em 31 de maio de 1665, por Robert Boyle, que relatou o
experimento no Journal Book of the Royal Society. Mas a maior parte dos experimentos
neste campo foi feita por Richard Lower, e sua primeira transfusdo entre cées foi
publicada em seu livro entitulado Tractatus de Corde (BOVENS; GRUFFYDD-
JONES, 2012; LEAROYD, 2012-1; KISIELEWICZ; SELFI, 2014).

Atribui-se a Lower o mérito da realizacdo da primeira transfusdo sanguinea,
cientificamente executada em 26 de setembro de 1666, porque ele demonstrou que o
procedimento era capaz de repor o sangue perdido em hemorragias graves. Para tanto,
um cdo foi submetido a sangria até proximo a morte, tornando-se completamente
restabelecido ao receber a transfusdo sanguinea (NAKAGE et al., 2005; LEAROYD,
2012-1; FASTAG et al., 2013).

Em humanos, a primeira transfusdo sanguinea ocorreu em 1667, com 0 sangue
proveniente de um ovino, relatando-se que o paciente transfundido ndo apresentou
nenhuma alteracéo visivel, porém, dois dias ap6s uma segunda transfuséo, feita tambem
com sangue de ovelha, verificou-se uma reacdo hemolitica com hemoglobindria e

epistaxis, notificando-se a primeira reacdo pds-transfusional por incompatibilidade. Na
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terceira transfusdo do sangue da mesma origem, o homem veio a 6bito (LEAROYD,
2012-1).

A primeira notificacdo de transfusdo sanguinea de humano para humano ocorreu em 22
de dezembro de 1818, feita por James Blundell, na Inglaterra, e, como todos os relatos
anteriores, o transfundido veio a Obito dois dias depois. A primeira bem sucedida
transfusdo entre humanos foi de uma mulher que apresentou metrorragia pds-parto e
recebeu sangue por trés horas, sendo publicada no jornal The Lancet, em 1829,
tornando-se a primeira referéncia a afirmar que transfusdo sanguinea salva vida
(BATOR, 2011; LEAROYD, 2012-2).

As xenotransfusdes tornaram-se comuns no periodo da guerra Franco-Prussiana (1870-
1871). Depois de vérias repetidas transfusdes e algumas mortes por reacdo hemolitica
aguda, essas praticas foram abandonadas. Trata-se da primeira evidéncia da producéo de
anticorpos pelos individuos transfundidos (imunizacdo) demonstrada por reacdes
cruzadas entre as amostras de sangue do receptor e do animal doador (BOVENS;
GRUFFYDD - JONES, 2012).

No Brasil, o primeiro trabalho cientifico sobre hemoterapia foi em forma de
monografia, de autoria de José Vieira Marcondes, como tese de doutoramento, em 27 de
setembro de 1879, na Faculdade de Medicina da Bahia. Em seguida, foi relatada a
primeira transfusdo de sangue em humanos no Brasil, realizada pelo professor de
Clinica Médica Garcez Frées, em uma paciente do Hospital das Clinicas, na Bahia, em
1916 (JUNQUEIRA et al., 2005).

Em 1894, Wright identificou o citrato de s6dio como primeiro anticoagulante eficaz
para as transfusdes indiretas. E, apenas no inicio do século XX, foram iniciadas
metodologias de esterilizacdo, desenvolvimento de praticas anticoagulantes e a
descoberta do sistema ABO (LEARQOYD, 2012-2).

Foi atribuido a Karl Landsteiner a descoberta dos grupos ABO em 1900, o que lhe
conferiu o prémio Nobel em 1930 (BATOR, 2011; BOVENS; GRUFFYDD-JONES,
2012; FASTAG et al., 2012; ZEUNER et al., 2012; DAVIDOW, 2013).

Os estudos iniciais com 0s grupos sanguineos caninos datam de 1910 e, em 1950,

Swisher demonstrou as primeiras técnicas de transfusdo e a classificagdo dos grupos
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sanguineos, marcando o inicio das pesquisas nesse campo da Medicina Veterinaria
(BOVENS, 2012).

Inicialmente, Swisher; Young em 1950 os designaram por letras de A até G. Em 1976,
durante o segundo Workshop Internacional de Imunogenética Canina, 0s grupos
sanguineos caninos foram determinados pela sigla DEA seguida de numeros, Dog
Erythrocyte Antigen (IAZBIK et al., 2010).

2.2 INDICACOES DE TRANSFUSAO SANGUINEA

Anemia é definida como uma condicdo em que se apresenta um numero reduzido das
células sanguineas ou uma concentracdo de hemoglobina menor que a normal no
sangue, e, consequentemente, a capacidade de transporte de oxigénio é diminuida
(SIGRIST, 2008). Short et al. (2012) definem a anemia e enfatizando que é o
decréscimo da capacidade de carrear oxigénio pelo sangue. No animal normovolémico a
anemia apresenta menor numero de eritrécitos que o normal, baixa concentracdo de
hemoglobina e baixo hematdcrito o que gera a diminuicao dessa capacidade carreadora.
Um fator influenciador na anemia é a producdo da eritropoietina, que promove a
permanéncia das células progenitoras eritréides e mantém ativa a circulagdo de
heméacias. Também tem sido relatado um efeito citoprotetor pela interacdo com seu
receptor presente em varios tecidos como cardiovascular, renal, gastrointestinal e
sistema nervoso central. No miocardio isquémico, seu efeito é a inibicdo da apoptose
dos cardiomidcitos, efeitos antiarritmicos e estimulante da angiogénese
(XENOCOSTAS et al., 2010; LACERDA et al., 2011).

A eritropoietina (EPO) exerce sua acao pela ligacdo a um receptor especifico (EPO-R)
nas células tanto progenitoras como precursoras. Em todos os estagios das células
progenitoras a ligacdo EPO-EPO-R ativa a proliferacdo e nas precursoras promove a
maturacdo. Esses efeitos sdo mediados por uma harmoniosa regulacdo positiva da
expressdo e da atividade do fator de transcricdo eritréide maior (GATA 1). Do
contrario, membros da familia do fator de necrose tumoral (TNF) induzem a morte do
eritroblasto ou ha sua diferenciacdo mobilizada pela ativacdo da clivagem pela caspase
do GATA 1 (ZEUNER et al., 2012).
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A anemia pode ser classificada como regenerativa ou arregenerativa dependendo da
contagem de reticuldcitos e contagem global de hemacias. As principais causas da
anemia regenerativa sdo: anemia hemolitica autoimune; anemia imunomediada por
doenca infecciosa como por erliquiose; babesiose; distarbios metabdlicos;
anormalidades de membrana (deficiéncia de fosfofrutocinase) e danos oxidativos
(intoxicagOes). As principais causas de anemia arregenerativa incluem: perda sanguinea
por hemorragia; aplasia ou infiltracdo da medula O6ssea (mielofibrose, leucemia,
mieloma); deficiéncia de ferro (que pode ser regenerativa quando Orgdos-estoque 0
liberam); anemia da doenca inflamatdria ou cronica e deficiéncia de eritropoietina
(faléncia renal) (SIGRIST, 2008).

A anemia causa aumento da frequéncia cardiaca, da frequéncia respiratéria e do débito
cardiaco, que sdo mecanismos compensatorios que nem sempre sdo suficientes para
prevenir a hipoxia tecidual (MORIKAWA et al., 2010).

Anemia e hemorragia constituem risco para complicacdes cardioldgicas em pacientes
poOs-operados, devido a hipotensao e, secundariamente, a ma oxigenacédo decorrente da
hipovolemia, fazendo-se necessaria a transfusdo sanguinea (GOLDMAN, 2012). As
indicacGes para transfusdo sanguinea estdo relacionadas & anemia, devido a perda
sanguinea, hemolise ou ndo producdo de hemécias pela medula 6ssea (MORIKAWA et
al., 2010).

A indicacdo primaria para transfusdo de sangue é a instabilidade hemodindmica causada
por choque hemorragico. No entanto, muitas transfusdes ocorrem como tratamento
rotineiro de anemia em pacientes criticos, porém estaveis, hemodinamicamente. Em
pacientes criticos com doenca cardiovascular isquémica ou sepse, a transfusdo tem mais
importancia para promover a saturacdo de oxigénio do que para elevar o hematdcrito
(GILLISS et al., 2011).

A intensidade de uma hemorragia é o fator determinante para se realizar uma transfuséo
em um procedimento cirdrgico e identificar a origem do sangramento para ocorrer a
hemostasia. O nivel de hemoglobina e o histérico de perda sanguinea séo fatores que
devem ser identificados no periodo pré-operatorio, bem como alteragbes nos
mecanismos de coagulacdo (HERNANDEZ et al., 2012).
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Em hemorragias, anemia acompanhada de hipoproteinemia ou anormalidades de
coagulacdo seguidas de anemia, transfundindo-se 2 mL de sangue total por Kg de peso
do animal, hd um aumento do hematocrito em 1% (SIGRIST, 2008).

Os pacientes com sangramento gastrointestinal com ou sem hipertensédo portal devem
ser transfundidos quando ha hipovolemia e reducdo da hemoglobina com incapacidade
no transporte de oxigénio. Transfusdes sanguineas com volumes baixos (estratégia
restritiva) representam reducdo do sangramento, devido & diminuicdo do fluxo

sanguineo esplénico e ao restabelecimento da pressao e da coagulacdo (LAINE, 2013).

O tratamento do paciente canino hemorrdgico envolve uma répida iniciativa para a
sobrevivéncia. Se o0 animal encontra-se em choque hipovolémico, inicia-se a
estabilizacdo clinica, seguida da terapia anti-hemorragica. A ressuscitacdo esta
diretamente ligada a reposicdo de sangue com a monitoracdo da restauracdo volémica
final, aporte de oxigénio e cessacdo da hemorragia. Um répido histérico deve ser
inquirido sobre doengas pré-existentes, alguma exposicdo a toxinas, terapias
medicamentosas e em situacdes de hemorragia interna (cavitaria) que submetam o

paciente a procedimento cirurgico corretivo imediato (BRAINARD, 2008).

Posner et al. (2013) recomendam que em um valor de hemoglobina menor que 7g/dL,
um volume globular menor que 20%, lactato crescente ou instabilidade da homeostasia,

deve-se proceder a transfuséo sanguinea.

Os cédes com volume globular abaixo de 20% podem apresentar hipéxia do miocéardio e
abaixo de 12% a transfusdo ja torna-se critica. Esses pacientes tendem a apresentar
sérias complicacBes circulatorias, respiratorias e no metabolismo como resultado da
anemia. Entdo como um guia das manifestacbes clinicas do paciente que requer
transfusdo sanguinea temos: apresentacdo de anemia aguda; progressivo decréscimo do
volume globular; sinais clinicos de anemia ao exame fisico e hipoxia; fraqueza e ou
adinamia; taquicardia e sincope (SILVESTRINI et al., 2011).
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2.3 CARACTERISTICAS DOS TIPOS SANGUINEOS CANINOS

As hemécias apresentam antigenos de superficie que sdo glicoproteinas ou glicolipidios
que sdo classificadas em tipos sanguineos com a terminologia DEA, Dog Erythrocyte
Antigen; sdo polimorficos e espécie-especificos sendo detectados por reacOes
imunoldgicas, usando-se anticorpos (LANEVSCHI; WARDROP, 2001; KIRKMAN,
2010; ESTEVES et al., 2011; FERREIRA et al., 2011).

As bases bioquimicas e moleculares do grupo sanguineo DEA 1.1 sdo pouco
esclarecidas. Ha escassos estudos que avaliam as proteinas de membrana de eritrocitos
DEA 1.1 positivo e negativo, com pesos moleculares que variam de acordo com 0s
métodos de pesquisa de anticorpos e de eletroforese. Por immunoblotting corre uma
banda de 50 a 200 kD nos DEA 1.1, enquanto testes usando menos antissoro especifico
identificou-se uma banda de proteina de 85 kD em eritrocitos 1.2 positivos. Estes
estudos ndo foram aprofundados e necessitam de trabalhos adicionais para definir as
caracteristicas bioquimicas e de genética molecular desse antigeno (ACIERNO et al.,
2014).

Devido ao fato dos cdes ndo portarem aloanticorpos de importancia clinica adquiridos
naturalmente, 0s grupos sanguineos tém sido alvo de investigacGes experimentais da
producdo de aloanticorpos apés sensibilizacdo via transfusdo sanguinea. Mais de 12
tipos sanguineos foram descritos nos cdes, mas eles ndo sdo bem determinados por
causa de limitada viabilidade ou falta de reagentes de tipificacdo, além de caréncia de
estudos comparativos entre os diferentes sistemas de grupos sanguineos e reagentes
(NOVAIS, 1999; BLAIS et al., 2007; ACIERNO et al., 2014; KOHN et al., 2014).

A falta de aloanticorpos naturais exclui a necessidade de se obter sangue de tipo
especifico na primeira transfusao, no entanto, nao exclui o risco de sensibilizacdo deste
receptor (NOVAIS, 1999; LACERDA, 2005). A aloimunizacdo e reacdes hemoliticas
pos-transfusionais surgem a partir do quarto dia pds-transfusédo (KESSLER et al., 2010).

Uma padronizacéo internacional foi proposta para sete grupos sanguineos diferentes. No
entanto, apenas cinco destes sdo avaliados, porque para eles ha antissoros especificos:
DEA 1 (1.1, 1.2, 1.3), 3, 4,5 e 7 (LACERDA, 2005; BLAIS et al., 2007). Os grupos
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DEA 6 e 8 foram reconhecidos na Segunda Oficina Internacional em Imunogenética
Canina, mas por ndo haver antissoros disponiveis para esses antigenos, juntamente com
a dificuldade em obté-los, os estudos acerca desses grupos séo escassos (LACERDA,
2005; ESTEVES et al., 2011). Esses dois grupos também sdo pouco frequentes, e
transfusdes incompativeis com eles geralmente ndo resultam em sinais clinicos de
reacdo transfusional, embora a meia-vida dos eritrocitos transfundidos possa ser
diminuida (LANEVESCHI; WARDROP, 2001). Atualmente estabeleceu-se sete grupos
(DEA 1.1, 1.2, 1.3, 3, 4,5 e 7) com seis antigenos viaveis (DEA 1.1, 1.2, 3,4,5¢e 7)
(IAZBIK et al., 2010).

Blais et al., (2007) descobriram um antigeno eritrocitario denominado Dal, apés a
identificacdo de um aloanticorpo em um cdo que recebeu transfusdo sanguinea a partir
de um canino da raca dalmata, sendo rara em alguns cées desta ragca. ApOS
sensibilizacdo via transfusdo, o desenvolvimento de anticorpos anti-Dal pode resultar
em transfusdes ineficientes ou reacdes transfusionais hemoliticas, se um sangue com o

tipo Dal positivo for utilizado.

Existe uma classificacdo japonesa baseada em quatro anticorpos monoclonais: Shigeta
(SGT) A, B, D e E, no entanto, sua correlagdo com o sistema DEA n&o tem sido bem
definida, a excecdo do SGT A, o qual é comparado ao DEA 3, razdo pela qual esta
classificacdo ndo é reconhecida internacionalmente (LACERDA, 2005; BLAIS et al.,
2007).

Segundo Dodds (2005), os cdes ndo apresentam anticorpos naturais contra outros
grupos antigénicos de sangue canino. E, para Lacerda (2005), estes aloanticorpos podem
estar presentes antes do animal sofrer exposi¢des a outro tipo sanguineo, pois sua
expressao pode ocorrer por meio de uma exposicdo a organismos, como plantas,
bactérias, protozoarios e helmintos, que, por possuirem moléculas similares ou idénticas
aos antigenos encontrados na superficie dos eritrocitos, podem levar a uma reagdo
cruzada. Os anticorpos antieritrocitarios sdo formados apenas apds a exposi¢cdo a um
tipo sanguineo diferente, seja por uma transfusdo de sangue ou por via transplacentaria.
Também existem testes disponiveis comercialmente para a detecgdo do tipo DEA 1.1,

0s quais podem ser realizados nos cdes doadores e receptores (TOCCI; EWING, 2009).
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Os tipos sanguineos sdo de caracteristica autossdmica dominante, por isso ha
predominio em cdes com proximidade genética (fator racial) ou consanguinidade
(IAZBIK et al., 2010).

O DEA 1.1 é considerado dominante sobre 0 DEA 1.2, que s6 pode ocorrer nos cées
DEA 1.1 negativos. Em algumas racas o DEA 1.1 é muito prevalente. Mas esses
estudos de prevaléncia sempre advém de anticorpos policlonais, ndo informando uma
gradacéo da expressédo do DEA 1.1. Pois, baseada na variabilidade de suas expressoes,
individuos com reacOes fraca a forte DEA 1.1 e os DEA 1.1 negativos precisam ser
investigados. E ainda ha uma proposta para 0 DEA 1.3, mas 0s reagentes nao estao
disponiveis para investigacdes (FERREIRA et al., 2011; ACIERNO et al., 2014).

A transfusdo do sangue DEA 1.2 para o receptor DEA 1.1 negativo que possua
aloanticorpos anti DEA 1.2 resulta em uma meia-vida das hemacias transfundidas de 12
horas (LANEVSCHI; WARDROP, 2001).

A prevaléncia do grupo DEA 4 é muito alta na populacdo canina, e a importancia deste
grupo estad no fato de que raramente ocorrem anticorpos naturais anti DEA 4, e os cées
DEA 4 negativos, ao serem transfundidos com sangue DEA 4 positivo, ndo apresentam
hemolise intra ou extravascular. Dessa forma, os cées positivos apenas para DEA 4 sdo
considerados "doadores universais" (NOVAIS, 2003).

Para lazbik et al. (2010) doador universal é o cdo que for negativo para DEA 1.1, DEA
1.2, DEA 3, DEA 5 e DEA 7 e positivo para DEA 4, que apresenta uma prevaléncia
mundial de 98 a 100%. Até o momento foi reportado apenas uma reacdo transfusional
em um cdo devido a presenca de aloanticorpos contra o DEA 4 em um receptor. E, para

Blais et al. (2007) este cdo ainda precisa ser Dal negativo.

O DEA 7 é um antigeno ndo eritrocitario que é adsorvido na superficie celular. Os cdes
DEA 7 negativos podem ter naturalmente aloanticorpos anti DEA 7, mas sua
importancia ainda é discutida (LANEVSCHI; WARDROP, 2001).

Em vaérios paises a prevaléncia do DEA 1.1 varia entre 45 a 64% (KOHN et al., 2014),
porém para Acierno et al. (2014) sua prevaléncia varia de 100% a menos de 10%, mas

estimando-se que internacionalmente a proporgao seja de 50%.
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Um levantamento da frequéncia dos grupos sanguineos em uma populacdo de cées
doadores de sangue no Rio Grande do Sul/Brasil, feito em cées de ragas variadas,
encontrou-se o perfil apresentado no Quadro 1, em que também sdo comparados perfis
obtidos em Sdo Paulo/Brasil, com animais doadores, além de dados obtidos de

levantamento semelhante realizado nos Estados Unidos, Portugal e Espanha.

Quadro 1 - Frequéncia dos grupos sanguineos em uma populacédo de cées doadores no Rio

Grande do Sul/Brasil, Sao Paulo/Brasil, Estados Unidos, Portugal e Espanha

DEA |DEA Ibeas |DEas4 |DEAS | DEAT
1.1 1.2
Brasil-
RS
oAl 2oL 61%|  22% 7%| 100% 9%| 16%
USA
GIGER et 33a 4a 5a 56 a 8a 8a
al (2005) 5196  |51%  |24%  |98%  [22%  |45%
USA
IAZBIK et _ _ _ _ _
al.(2010)e 24,60%
Brasil-
SP
Naes, | 51,33% | 40%
Portugal
fa gotn | 56.90%| - - - -
Espanha
MESA-
SANCHES | 53,40% - - - — _
et al. (2014)

Fonte: Organizado pela autora.
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2.4 REACOES TRANSFUSIONAIS

Apesar dos hemocomponentes poderem salvar vidas também apresentam riscos, nao
garantindo uma seguranca absoluta. Rea¢6es imunomediadas podem ser causadas por
células alogénicas ou proteinas. E complicacbes ndo imunomediadas também podem
ocorrer (CRAWFORD et al., 2013).

A seguranga da transfusdo sanguinea depende da conexdo entre as funcBes do
recrutamento e da selecdo dos doadores que reduz o alto risco de transmissdo de
infeccbes. Cada doacdo tem que ser testada para 0s patdgenos transmissiveis
hematologicamente. Enquanto os testes sdo feitos, as doagdes sanguineas sdo
processadas por separacdo dos hemocomponentes (concentrado de hemaécias, plaquetas
plasma etc) (FRANKLIN, 2012).

Os modelos de testes sdo variados, mas para detec¢do de doencgas que se encontram em
periodo de "janela", tempo em que, no momento da coleta do sangue, este estd
infeccioso, porém os testes de triagem ndo detectam tal estado, tem sido implementado
o teste de acido nucléico (NAT). Assim, foram encurtados esses periodos de infeccGes e
reduzido o risco estimado dos mesmos (GOODNOUGH, 2003).

A reacdo transfusional ocorre quando héa interacdo entre anticorpos (aglutininas) do
plasma do receptor com os antigenos (aglutindgenos) do eritrocito do doador. Essa
ligacdo pode levar a aglutinacdo das células do doador, que consequentemente gera um

bloqueio microvascular e hemdlise (KIRKMAN, 2010).

E importante avaliar o paciente que recebe transfusio sanguinea para que sejam
detectados, precocemente, a ocorréncia de reacdes transfusionais ja ocorridas e suspeita
de doencas imunomediadas, devido a sua influéncia na sobrevida das células
transfundidas (MORIKAWA et al., 2010).

A melhor maneira para se prevenir contaminacfes e reaces adversas dos receptores é
eliminando as transfusdes desnecessarias. E 0s programas de doadores devem obedecer
a uma normatizacao de préticas transfusionais adequadas e padronizadas (FRANKLIN,
2012).
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As consequéncias adversas numa transfusdo de sangue compativel sdo reacdes nédo
hemoliticas como febril, supressdo imune, contagem plaquetéria decrescente, injuria
aguda pulmonar (TRALI, Transfusion-related acute lung injury) e urticaria. As reacoes
febris ndo hemoliticas em transfusbes com sangue sem leucorreducdo podem ocorrer
por varios mecanismos: reconhecimento imune dos leucécitos do doador pelo receptor
por anticorpos anti-leucocitarios; destruicdo de plaquetas; e transferéncia passiva de
citocinas inflamatdrias do doador (LA-GAMMA,; BLAU, 2012). Porém n&o se estima
que a destruicdo de plaguetas seja imunomediada, pois Lucidi et al. (2011), em pesquisa
de grupos sanguineos nas plaquetas pela técnica de citometria de fluxo ndo detectaram
antigeno DEA 1.1 em sua superficie. Mas a reacgao febril pode também ser um indicador
precoce de uma rea¢do maior como hemolise e sepse (DAVIDOW, 2013). H& também a
reacao de sobrecarga associada a transfusao (TACO, Transfusion-associated circulatory
overload) que advém do aumento da pressdo oncética, 0 que em pacientes
extremamente hipotensos pode gerar grave edema periférico. E, o volume exagerado
transfundido pode levar a edema pulmonar (LA-GAMMA; BLAU, 2012; DAVIDOW,
2013).

As reacOes pos-transfusionais podem ser classificadas em imunomediadas e néo
imunomediadas, bem como agudas e tardias (FELDMAN; SINK, 2007). As agudas sao
tipicamente IgM mediadas e as tardias 1gG mediadas. A hemdlise na reacdo IgM
mediada se inicia pela ligacdo dos anticorpos IgM ao seu correlato antigeno levando a
ativacdo do complemento, formacdo do complexo de ataque a membrana e hemolise
intravascular. As reacdes 1gG mediadas sdo mais comuns, porém menos graves e
relacionadas a aloimunizacdo proveniente de transfusdo com tipo sanguineo diferente
(HOD et al., 2008; KIRKMAN, 2010; ALVES et al., 2012).

Segundo Abrams-Ogg (2000), os principais sinais inespecificos que podem ocorrer em
uma reacdo pos-transfusional imunomediada aguda sao: fraqueza, depressdo, tremores
musculares, agitacdo, vocalizacdo, polipneia, taquicardia, arritmias, hipotensdo, parada
cardiopulmonar (quando o receptor esta anestesiado), salivagcdo, vomitos, diarreia,
miccdo, convulsdes, coma, angioedema e urticaria. As reacbes imunomediadas tardias
envolvem: hemolise, purpura  pos-transfusional, isoeritrolise  neonatal e
imunossupressdo. Ja as reacBes ndo imunomediadas agudas incluem: hemdlise pré-
transfusional dos eritrécitos do doador devido estocagem longa, hipervolemia,

contaminacdo bacteriana, toxicidade por citrato, coagulopatia e trombose, além de
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hiperamonemia, hipofosfatemia, hipercalemia, hipotermia, embolismo por ar,
microembolismo pulmonar e acidose. No que se refere as reagdes ndo imunomediadas
tardias, observa-se, como principais consequéncias, a transmissdo de doencas
infecciosas e hemossiderose por excesso de ferro (HARREL; KRISTENSEN, 1995).

As reacdes agudas imunoldgicas sdo causadas por reacGes de hipersensibilidade tipo |
ou tipo II. A tipo | apresenta sinais de anafilaxia, enquanto a tipo Il causa hemdlise
aguda. As reagBes ndo imunologicas estdo relacionadas aos hemocomponentes pela
estocagem ou administracdo (HALDANE, 2008; SIGRIST, 2008; DAVIDOW, 2013).

H& um fenbmeno conhecido como imunomodulagdo relacionada a transfusdo (TRIM,
Transfusion-related immunomodulation) por causa da agdo imunossupressora dos
hemocomponentes sem interferir na producdo de aloanticorpos. A transfusdo estimula a
imunidade humoral e inibe a imunidade celular. Mas, em modelos experimentais com
animais ambas as respostas ocorrem. H& também a hipdtese de que quando ocorre uma
transfusdo o sangue carreia produtos que contém fatores de crescimento que estimulam
0 crescimento bacteriano e que o ferro de 6rgaos-estoque que estdo circulando servem
de substrato para o crescimento de bactérias ferrofilicas que ndo se caracteriza por
TRIM (ZIMRING, 2013).

Com relagdo a incompatibilidade sanguinea, os sinais clinicos sdo crise hemolitica
aguda, hemoglobindria e hemoglobinemia. Também é comum a presenca de
hipertermia. Essa reacdo hemolitica € mediada por 1gG. Na reacdo hemolitica tardia, o
hematocrito é reduzido rapidamente, dentro de trés a cinco dias, ap6s a transfusao
sanguinea, e, além disso, outras reacdes podem ocorrer, devido as reacfes alérgicas e as
proteinas plasmaticas mediadas por IgE. Reagdes aos leucdcitos e as plaquetas sdo
reacOes febris ndo hemoliticas, que ocorrem apos transfusdo de sangue total ou de
produtos plaquetarios, presumivelmente devido a resposta imune do receptor a
antigenos leucocitéarios do doador ou as substancias bioativas. Trombocitopenia pds-
transfusional pode ocorrer muito raramente dentro de uma a duas semanas e dura até
dois meses, pois a resposta imune é generalizada e os anticorpos do receptor atacam
suas proprias plaguetas, sendo apenas responsiva a terapia imunossupressora
(LACERDA, 2005).
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A incidéncia de reacdes transfusionais agudas em cdes varia de 2,9% a 28,49%, sendo
que as mais comuns sdo de natureza ndo hemolitica febril, hipersensibilidade alérgica,

lesdo pulmonar e contaminacdo bacteriana (PINCELLI et al., 2010).

Lesdes de estocagem levam ao decréscimo da sobrevivéncia dos eritrocitos
transfundidos por causa das mudancas na morfologia, desarranjos metabolicos e danos
oxidativos (CALLAN et al., 2013). O pH do sangue estocado tende a declinar com o
acumulo dos &cidos latico e pirdvico promovendo a redugdo da 2,3 difosfoglicerato
(2,3-DPG). Sua reducdo aumenta a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, no entanto
decai logo apo6s a transfusdo. A concentracdo de hemoglobina livre cresce
proporcionalmente com a hemolise do sangue estocado e reage com o Oxido nitrico
circulante mais que a hemoglobina celular resultando em vasoconstricgdo
(KISIELEWICZ; SELFI, 2014).

Vieira e Bognato (2009) realizaram trabalho de pesquisa com 186 cdes pos-
transfundidos, no periodo de 2006 a 2008, sobre a prevaléncia de reac6es transfusionais,
em que 0s receptores passaram por prova de compatibilidade por reacdo cruzada como
pré-requisito para realizacdo das transfusdes. Desses cées, 28,49% apresentaram reacoes
agudas adversas, tanto com concentrado de heméacias como com concentrado de
plaquetas e sangue total. Com o concentrado de hemacias, as reagdes achadas apds as
transfusdes compativeis foram as seguintes: émese (59,2%); angioedema (18,5%);
hipertermia (11,1%); dispneia (11,1%); eritema (3,7%) e tremores (3,7%). Nas
transfusdes com sangue total, as reacGes foram: émese (66,6%); angioedema (11,1%);
hipertermia (11,1%) e urticéaria (11,1%). Apenas um animal desse estudo veio a 6bito,
24 horas ap0s ter apresentado reacdo hemolitica, e 0s outros cdes foram tratados com
dexametasona (0,5mg/Kg/via subcutdnea), com completa remissdo dos sinais e

sintomas.

Pincelli et al. (2010) avaliaram reagfes transfusionais em 113 cées transfundidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, no periodo de 2006 a 2008,
em que o método utilizado para verificar a compatibilidade sanguinea foi também a
reacdo cruzada lenta em tubos. Dos animais que receberam sangue total, encontrou-se
16,9% de reacdes, e dos que receberam concentrado de hemécias, 11,5% apresentaram
reacOes. Neste estudo, ocorreram reagdes em quinze (13,27%) cées, representadas por:
urticaria (9 em 15); hemolise imunomediada intravascular aguda (2 em 15); sobrecarga
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circulatéria (2 em 15); hipertermia (1 em 15) e vomito (1 em 15). Esses animais foram
tratados com prometazina (0,2 a 1 mg/Kg/via subcutianea) e hidrocortisona (50
mg/Kg/1V). Dois animais que apresentaram sobrecarga circulatoria vieram a obito apos

dois e onze dias, respectivamente.

Lemos et al. (2010) em trabalho de avaliagdo hematologica em cées pos-transfundidos
uma hora e sete dias apds encontraram melhora dos animais de 50%, porém, os valores
de eritrocitos, volume corpuscular médio e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média estavam abaixo daqueles de referéncia para a espécie. Todos os animais
encontravam-se trombocitopénicos e, quanto ao leucograma apresentaram leucopenia na

primeira avaliacdo e ap6s 7 dias, com excec¢do dos neutrofilos e eosindfilos.

De forma resumida temos: reacdes imunoldgicas, como reacGes alérgicas de
hipersensibilidade tipo I; reacBes hemoliticas; reacGes febris ndo hemoliticas; TRALI,
TRIM; e sobrevida curta dos eritrécitos. E, reagdes ndo imunoldgicas, como sepse,
toxicidade por citrato, hipocalcemia, TACO, hiperamonemia, hipofosfatemia e
transmisséo de doencas infecciosas (LA-GAMMA; BLAU, 2012; DAVIDOW, 2013).

25 METODOS DE TIPIFICACAO E ANALISE DE COMPATIBILIDADE
SANGUINEA

O principio bésico de todos os métodos de tipificacdo de sangue canino € uma reacao
visivel de hemoaglutinacdo entre os antigenos de superficie dos eritrocitos e o reagente
monoclonal ou policlonal do antissoro conhecido (ESTEVES, 2008; LACERDA et al.,
2011; BLOIS et al., 2013; KHON et al., 2014).

A prova de reacdo cruzada (Cross-matching) foi primeiramente descrita em 1907,
relacionada & medicina humana e modificada vérias vezes. O método alternativo € a
aglutinacdo em gel, comparavel a prova em tubo. A prova de reagdo cruzada negativa,
tanto na reagdo maior como na reacdo menor, ndo garante uma sobrevida das hemécias
transfundidas ao receptor nem elimina completamente o risco de reagOes pos-
transfusionais. Reagdes pos-transfusionais tardias sdo causadas pela formacgdo de

anticorpos logo apds a transfusdo sanguinea (TOCCI; EWING, 2009).
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A prova de reacdo cruzada pode ser realizada através de uma técnica rapida em lamina
de microscopia ou pela técnica lenta em tubos de ensaio, conforme preconizado por
Lanevschie; Wardrop (2001). Esta prova é semiquantitativa, e, quando positiva, baseia-
se na aglutinacdo ou hemdlise, verificada apdés a combinacdo de uma gota de
concentrado de eritrocitos do doador de sangue, lavadas com solucdo salina, e duas
gotas de soro ou plasma do receptor, para realizagdo da prova de rea¢do cruzada maior.
Alternativamente, mistura-se uma gota de concentrado de eritrocitos do receptor,
também lavadas com solugdo salina com duas gotas de soro ou plasma do doador para
se ter a prova de reacdo cruzada menor (TOCCI; EWING, 2009).

A hemoaglutinacdo na prova de reacdo cruzada ocorre quando crescentes concentracfes
de IgG e IgM estdo cobrindo a superficie do eritrdcito. Para que essas reacdes nao sejam
confundidas com alguma patologia, deve-se proceder trés lavagens dos eritrdcitos a
serem testadas, porque outras proteinas na superficie celular podem estar contribuindo
para a aglutinacdo (BRAINARD, 2008).

Uma amostra de sangue com intensa hemdlise, rouleaux ou aglutinacdo dificulta a
visualizacdo e a interpretacdo da prova de reacdo cruzada, e 0S receptores que
apresentam autoanticorpos e autoaglutinagdo podem evidenciar resultados erréneos na
tipificacdo do sangue (TOCCI; EWING, 2009).

O propésito da tipificacdo sanguinea e da prova de reacdo cruzada maior e menor €
prevenir transfusdes incompativeis que levam a reacdes transfusionais imunomediadas
(FELDMAN; SINK, 2007).

A determinacdo do tipo sanguineo em cdes com anemia hemolitica auto imune é um
desafio por causa da prépria autoaglutinacdo que persiste apesar das lavagens dos
eritrocitos (BLOIS et al., 2013).

Varios sdo 0s métodos de tipificacdo sanguinea em cées e, dentre as primeiras técnicas
que foram inicialmente utilizadas na rotina laboratorial veio a Standard gel, que utiliza
anticorpos monoclonais para o tipo DEA 1.1. (KESSLER et al., 2010); a aglutinagdo em
tubo, utilizada para pesquisa de DEA 1.1, 1.2, 3, 4 e 7 (KESSLER et al., 2010); o gel
estendido ou coluna de gel, que apresenta um painel de células positivas conhecidas e o
antissoro canino policlonal para pesquisa de DEA 1.1, 1.2, 3, 4, 7 e Dal (TOCCI;
EWING, 2009; KESSLER et al., 2010; BLOIS et al., 2013). Além dessas técnicas
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utiliza-se também o Cross-matching/Coombs, padronizado com amostras de cées
tipificados usando o gel Coombs onde avalia também autoaglutinagdo e controle do
doador (NOVAIS, 1999; WEINGART et al., 2004; TOCCI; EWING, 2009; KESSLER
et al., 2010; DAVIDOW, 2013), e o Teste de 96 pocos (96W), onde placas de 96 pocos
sdo usadas com volumes de antissoro e hemécias lavadas e extraidas do procedimento
de tipificacdo em tubo (KESSLER et al., 2010). A Cromatografia é a técnica
amplamente utilizada pela sua praticidade na rotina de bancos de sangue veterinarios;
utiliza uma tira de papel absorvente que € inserida em amostra de sangue com
anticoagulante e depois no poco contendo o diluente. Uma marcagédo
imunocromatografica serd evidenciada quando reagir com o anticorpo monoclonal
(SETH et al., 2011; DAVIDOW, 2013; ACIERNO et al., 2014). Cdes com baixa
expressao de DEA 1.1 geralmente apresentam um resultado fraco positivo (BLOIS et
al., 2013). Outra técnica também bem difundida é o Método do cartdo, onde um cartdo
possui um reagente liofilizado que é reconstituido com um diluente e determina
positividade ou ndo para 0 DEA 1.1 com é&rea de teste e controle (TOCCI; EWING,
2009). A Tipagem reversa, usa uma metodologia de hemoaglutinacdo na qual se
pesquisa aloanticorpos do tipo sanguineo conhecido a partir de sangue com acido
etilenodiaminico tetracético (EDTA). E um teste que pode ser feito nos animais que
receberam transfusdo de sangue com tipo conhecido para detectar se ocorreu producao
de anticorpos contrarios ou ndo que se baseia na prova de reacdo cruzada utilizando-se
um antissoro conhecido (LACERDA et al., 2011). O Teste do Cartucho (Cartridge) é
uma técnica que consiste em um nico cartucho com trés canais capilares usado em um
analisador e aplica-se para diagnosticar o DEA 1.1, usando anticorpo monoclonal, sendo
de uso mais restrito por requerer equipamento de leitura especializado (BLOIS et al.,
2013; KHON et al., 2014). E, a Citometria de Fluxo, usada para pesquisa do tipo DEA
1.1, utilizando o anticorpo monoclonal de origem murina, restrita ainda a pesquisa
experimental, por ainda ndo ter sido definido nenhuma técnica padrdo ouro de
tipificacdo sanguinea na Medicina Veterinaria (LUCIDI et al., 2011; ACIERNO et al.,
2014). Essa técnica também foi desenvolvida para deteccdo de titulos de anticorpos
anti-AB em humanos do grupo O submetidos a transplante renal de doador do grupo
sanguineo A2 (CETINKAYA et al., 2012).

Para identificar anticorpos antieritrocitarios, a técnica de citometria de fluxo pode ser

aplicada com vistas a detecgédo de individuos incompativeis para transfusdo sanguinea.
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A citometria de fluxo tem uma ampla aplicacdo na hematologia veterinaria, incluindo a
identificacdo de células-tronco hematopoiéticas, contagens celulares diferenciais da
medula dssea, quantificacdo de reticuldcitos, pesquisa de eritroparasitas, detec¢do de
anticorpos anti-eritrocitarios, contagem diferencial de leucocitos, imunofenotipagem de
linfécitos e de plaquetas reticuladas (NAKAGE, et al., 2005). E também na pesquisa de
antigenos para tipificacdo sanguinea em eritrocitos (LUCIDI et al., 2011; ACIERNO et
al., 2014).

Essa tecnologia permite verificar caracteristicas fisico-quimicas de células ou particulas
suspensas em meio fluido. Utiliza anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos
e necessita de controles isotipicos para definicdo da regido negativa (background). Esses
controles sdo constituidos por imunoglobulinas do mesmo isotipo e fluorocromo dos
anticorpos teste, sendo o isotiocianato de fluoresceina (FITC) o marcador fluorescente
mais utilizado na conjugacdo de anticorpos. Os controles isotipicos tém como funcdo
definir a fluorescéncia inespecifica (células negativas) e as regides fluorescentes
(células positivas) (GOLIM et al., 2007; LUCIDI et al., 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a cinética de anticorpos antieritrocitarios DEA 1.1 em cées apds terem recebido
uma transfusdo de sangue do grupo DEA 1.1 positivo através da citometria de fluxo e
da prova de reacdo cruzada, para estabelecimento de possiveis associa¢fes entre as duas

avaliagdes.
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3.2 ESPECIFICOS

+Selecionar amostras de sangue dos cdes doadores e classificar DEA 1.1 positivo e DEA

1.1 negativo;

*Verificar compatibilidade através da prova de reacdo cruzada lenta para proceder a

transfusdo sanguinea;

*Tragar perfil hematolégico e bioquimico dos animais receptores, através dos exames de
hemograma, proteinas plasmaticas totais, gama-glutamil transferase (yGT) e creatinina

nos dias 7, 14, 21 e 28 pos-transfusdo;

*Pesquisar a cinética dos anticorpos antieritrocitarios (anti-DEA 1.1) nos animais
receptores, através da citometria de fluxo, no sangue colhido nos dias 7, 14, 21 e 28

pos-transfusdo;

*Comparar a intensidade do resultado da prova de reacao cruzada de animais receptores
com a cinetica dos anticorpos antieritrocitarios encontrados nos dias 7, 14, 21 e 28 para

subsidiar procedimentos de uma nova transfusdo sanguinea.

4 MATERIAL E METODOS

O projeto recebeu aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto das
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia através do Parecer n° 048/2013
(17/01/2013) (ANEXO A). Os proprietéarios dos animais do estudo foram informados da
metodologia do trabalho e concordaram voluntariamente assinando o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) cujo modelo encontra-se no Apéndice A.
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4.1 GRUPO DE ANIMAIS DOADORES DE SANGUE

Foram utilizados 30 cées; 16 do sexo masculino e 14 do sexo feminino, que participam
do programa de doacdo de sangue para o banco de sangue da Clinica Veterinaria
Diagnose Animal, em Salvador — BA. Esses doadores, de diferentes ragas, tinham idade
média de 4,8 anos, apresentavam peso médio de 34,7 Kg. Todos eram submetidos a
exame clinico e laboratoriais para diagnostico de erliquiose, babesiose, dirofilariose,

brucelose e leishmaniose como preconiza o hemocentro veterinario.

4.2 GRUPO DE ANIMAIS RECEPTORES DE SANGUE

4.2.1 Calculo Amostral

Com base em andlise estatistica de margem de 95% de confiabilidade na amostragem,
em que se observa na literatura uma fracdo de sucesso de 90%, o calculo amostral levou
em consideracdo uma fracdo de sucesso em torno de 75%, utilizando um erro de 5% e
um intervalo de confianca dos testes, correspondendo a 95% (APENDICE B) Seguindo-
se esse calculo, o estudo foi realizado com 33cdes com indicacdo de transfusdo
sanguinea, encaminhados a partir de clinicas veterinarias de Salvador. Esses animais
receptores foram catalogados e submetidos aos procedimentos no momento do

internamento, sendo seus perfis discriminados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricdo das racas, idade, peso, sexo e condi¢do clinica dos 33 cdes que receberam

transfusdo com sangue DEA 1.1

Peso  Sexo
Animal Raca Idade (Kg) (M/F) Desordem clinica
1 Rottweiler 12 anos 40 M Neoplasia
2 Yorkshire 10 anos 3 M Erliquiose
3 Rottweiler 6 anos 32 F Erliquiose
4 Chow Chow 8 anos 4 F Erliquiose e babesiose
5 Pincher 11 anos 3,2 F Anemia hemolitica
6 S.R.D. 5 anos 15 M Erliquiose
7 Yorkshire 2 anos 11 F Erliquiose
8 Schinauzer 7 anos 9 M Hemangioma
9 Poodle 6 anos 4 M Erliquiose
10 Rottweiler 5 anos 20 F M4 absorcdo intestinal
11 Poodle 17 anos 3,3 M Erliquiose
12 S.R.D. 1 anos 8 F Cinomose
13 S.R.D. 3 meses 3 M Erliquiose
14 Maltés 8 anos 2,2 F Erliquiose
15 Poodle 10 anos 4 F Anemia hemolitica
16 Golden R. 5 anos 35 F Erliquiose
17 S.R.D. 12 anos 7 F Anemia hemolitica
18 S.R.D. 8 anos 12 F Erliquiose
19 Akita 4 anos 33 F Erliquiose e babesiose
20 Yorkshire 10 anos 2,4 F Piometra e neoplasia mamaria
21 Poodle 15 anos 2,5 M Erliquiose
22 Pit Bull 4 anos 32,6 M Erliquiose e babesiose
23 S.R.D. 5 anos 9 F Fleigm&o de membro
24 Rottweiler 4 anos 32 F Erliquiose e babesiose
25 Labrador 12 anos 35 M Erliquiose e babesiose
26 Pit Bull 5 anos 28 M Erliquiosee
27 Rottweiler 7 anos 29,6 M Erliquiose
28 Yorkshire 2 anos 2,8 F Hemangioma
29 Poodle 11 anos 10 F Erliquiose
30 Poodle 13 anos 7.3 F Piometra
31 Poodle 7 anos 4 M Erliquiose
32 Poodle 7 meses 3,7 M Erliquiose
33 S.R.D. 4 anos 17 F Erliquiose e babesiose

Fonte: Autoria propria.
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A tipificacdo sanguinea dos cdes doadores foi realizada por técnica cromatografica
através do kit comercial Alvedia® (Limonest-Franca), seguindo a metodologia fornecida

pelo fabricante. Foram colocadas trés gotas da solucdo tampdo, seguidas de 3uL de
sangue total com EDTA a 5% e ap0s homogeneizacao por sete segundos, as amostras
foram depositadas nas tiras e procedeu-se a evidenciacdo ou ndo de reacdo seguida da
leitura como evidenciado na Figura 1.

Amostras classificadas DEA 1.1, tiveram suas bolsas de sangue total destinadas a

transfusao sanguinea no grupo receptor, com tipos sanguineos desconhecidos.

Figura 1- Cromatografia para tipificagdo sanguinea de animais doadores: (A) Inicio, (B)

Visualizagdo da linha controle

Fonte: Autoria propria.

4.3.1 Provas de reacdo cruzada lenta em tubos

Antes da primeira transfusdo, os receptores foram submetidos a prova de reacéo cruzada
em tubo com o doador DEA 1.1 positivo. Nos dias 7, 14, 21 e 28 pos-transfusdo, cada

receptor foi submetido a novas provas de reacdo cruzada.

Os animais do estudo, submetidos a prova de reacdo cruzada, foram considerados seu

préprio controle, antes de receberem a transfusdo, visto que ndo tinham sido ainda
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sensibilizados. Quanto aos doadores, o grupo controle dos animais positivos para o

DEA 1.1 foi composto por aqueles que se mostraram negativos para esse antigeno.

A prova de reacdo cruzada seguiu a técnica descrita por Lanevschi; Wardrop (2001)
esquematizada na figura 3. As amostras de sangue total de cada doador e receptor foram
centrifugadas para obtencdo de plasma, a 2200 g (3500 rpm) por 3 minutos. A seguir,
procedeu-se a lavagem dos eritrdcitos ressuspensos em solucdo NaCl 0,9 % (solucao
salina) centrifugados a 2200 g (3500 rpm) por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o procedimento repetido por mais duas vezes. Os eritrocitos foram ressuspensos em
solucdo salina a 4% (200uL/4,8 mL) e a seguir, dispostos em tubos identificados como:

"maior”, "menor", "controle doador" e "controle receptor”. No tubo da reacéo cruzada
maior, colocou-se 2 gotas de plasma do receptor e 1 gota da suspensao de eritrécitos do
doador; no tubo da reagdo cruzada menor, 2 gotas de plasma do doador e 1 gota da
suspensdo de eritrocitos do receptor; no controle do doador, 2 gotas de plasma e 1 gota
da suspensdo de eritrécitos, ambos do doador; finalmente, no controle receptor, 2 gotas
de plasma e 1 gota de suspensdo de eritrocitos, ambos do receptor. Em seguida os tubos
foram incubados por 15 minutos a 37°C e centrifugados por 15 segundos a 2200 g
(3500 rpm). Os resultados foram avaliados ap0s agitacdo dos tubos para ressuspensao
das células, seguida de observacao contra a luz, para avaliar aglutinacdo e/ou hemolise,
sendo a aglutinacdo também confirmada microscopicamente. A interpretacdo dos
achados das provas de reagdo cruzada seguiu o escore de aglutinacdo preconizado por

Gibson (2007) esquematizado no quadro abaixo:

Quadro 2 - Graduacéo da aglutinacdo da prova de reacao cruzada em cruzes

4+ um agregado sélido de células

3+ varios largos agregados de células

2+ medianos agregados de células/luz de fundo (background) clara

1+ pequenos a microscopicos agregados de células/luz de fundo (background) avermelhado
turvo

+/- microscopicos agregados

0 auséncia de agregados

Fonte: Gibson (2007).
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Figura 2 - Técnica da prova de reacdo cruzada lenta em tubos
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Fonte: Autoria propria.
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4.3.2 Acompanhamento poés-transfusao

No ato de cada coleta semanal de sangue realizou-se o hemograma e as avaliacfes
bioguimicas das proteinas plasmaticas totais e séricos de creatinina e gama-glutamil
transferase. Os hemogramas foram realizados pela técnica de citometria de fluxo por
contagem automatica pelo analisador automatizado de hematologia (Roche) como da
leitura do diferencial de leucdcitos em lamina. E as dosagens de proteinas totais e as
andlises das concentracdes de creatinina e gama-glutamil transferase pelo analisador

automatico de quimica clinica (Roche).

4.3.3 Citometria de Fluxo para pesquisa de anticorpos anti-DEA 1.1

Nos dias 7, 14, 21 e 28 pos-transfusdo, cada receptor foi também submetido a pesquisa

de anticorpos anti-DEA 1.1, por meio de citometria de fluxo com o anticorpo policlonal

da Serotec® (Bio-Rad/USA).

A pesquisa de anticorpos anti-DEA 1.1 seguiu a metodologia utilizada por Lucidi et al.
(2011) modificada (Laboratério de Imunologia 1.C.S. — UFBA). Os procedimentos de
dupla marcacdo consistem em que hemacias marcadas com anticorpos nao conjugados
foram submetidos a uma segunda reacdo utilizando-se um anticorpo secundario
conjugado a um fluorocromo, o que impede simultanea quantificacdo de multiplos
marcadores em células individuais. Para cada amostra, houve reagdes controle por meio
de células da mesma amostra, porém, ndo submetidas a marcacdo e células marcadas
com um anticorpo de isotipo igual que ndo se conjugou especificamente a qualquer
antigeno diferente das hemacias. As células ndo marcadas corrigiram a
autofluorescéncia e a intensidade de fluorescéncia do anticorpo irrelevante foi
relacionada a reacdo de fundo. (NAKAGE et al., 2005; RAMOS-VARA et al., 2011).

O procedimento experimental se resume na centrifugacdo de 2 mL de sangue total em
EDTA, com 6 milhdes de eritrocitos/dL conhecidamente DEA 1.1 positivo, a 2200 g
(3500 rpm) por 3 minutos; o plasma foi desprezado e o concentrado de eritrocitos
ressuspendido com solugéo salina no mesmo volume do plasma desprezado. A seguir, 2
pL  desse concentrado foram misturados com 998 pL de solugdo salina e
homogeneizados em vortex. As amostras teste e o0 controle negativo, cada uma contendo

50 uL, foram incubadas a 56°C por 10 minutos, e em seguida, incubada com 40 pL da
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solucéo de eritrocitos diluidos em temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras de
soro com a suspensdo de eritrocitos foram lavadas com salina a 2200 g (3500 rpm) por
3 minutos, 3 vezes. Foram acrescentados nos soros dos frascos a serem testados e no
controle negativo 3uL do anticorpo IgG anti-cdo em temperatura ambiente ao abrigo da
luz por 30 minutos. Em seguida os soros foram lavados com salina a 2200 g (3500 rpm)
por 3 minutos 2 vezes para serem ressuspendidos todos os frascos em 300 pL de salina,
e por fim, realizadas as leituras no citbmetro. As células controle no teste da citometria
de fluxo para a pesquisa de anticorpos anti-DEA 1.1 foram sempre as mesmas hemacias
de um cédo doador de sangue DEA 1.1 positivo. O anticorpo anti-DEA 1.1 pesquisado
no teste, foi obtido do soro dos animais receptores de sangue testados em que foi
adicionado o 1gG total policlonal conjugado com FITC.

A Figura 3 representa o diagrama metodoldgico da citometria de fluxo para pesquisa de

anticorpos anti-DEA 1.1 utilizada neste estudo.



Preparo das células
DEA1.1+
(controle positivo)

Preparo das amostras
teste e controlenegativo

Figura 3 - Técnica de citometria de fluxo
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Fonte: Autoria propria.
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4.4 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas utilizadas neste estudo foram destinadas a avaliar os achados
descritivos dos hemogramas, proteinas plasmaticas totais, creatinina, yGT, resultados
das provas de reagdo cruzada lenta em tubos e os resultados da citometria de fluxo da
pesquisa de anticorpos anti- DEA 1.1 com média e desvio padrdo dos 33 individuos
pesquisados nas quatro semanas. A comparacao entre as semanas foi realizada pelo teste
ANOVA em todas as variaveis, com excessao da prova de reagdo cruzada por tratar-se
de variavel ordinal, sendo analisadas pelo teste qui quadrado de Pearson. Todas as
andlises foram realizadas no programa Stastistical Package for Social Sciences (SPSS),

versdo 17.0 e os gréaficos através do programa Graph Pad Prism verséo 5.

5 RESULTADOS

Os dados mostram resultados de um estudo descritivo, analitico, em séries temporais

com variaveis quantitativas e qualitativas.

5.1 DETERMINACAO DOS TIPOS SANGUINEOS DOS CAES DO GRUPO
DOADORES DE SANGUE

No grupo de animais doadores, formado por 30 cées de diversas racas, com idade e peso
médio respectivamente, de 4,8 anos e 34,7 kg, verificou-se que 60 % (18 animais)

correspondia ao tipo sanguimeo DEA 1.1 positivo. (Tabela 2).
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Tabela 2 - Classificacdo das racas, idade, peso, sexo e tipo sanguineo de 30 cdes doadores de

sangue

Idade Peso DEALl.1

Animal Raca (anos) (Kg) Sexo positivo
1 Afeganhound 7 28 F 1
2 Afeganhound 2 28 M 1
3 Afeganhound 8 35 M 1
4 Afeganhound 5 35 M 1
5 Afeganhound 2 30 M 1
6 Afeganhound 2 30 M 1
7 Afeganhound 2 28 F 1
8 Afeganhound 5 29 M 1
9 American S. T. 4 35 F 0
10 American S. T. 5 38 M 0
11 Bull Terrier 5 37 M 0
12 Bull Terrier 8 33 F 0
13 Bulldog Americano 8 38 M 0
14 Bulldog Inglés 5 33 M 0
15 Bulldog Inglés 4 30 F 0
16 Doberman 7 42 F 0
17 Fila Brasileiro 3 45 F 1
18 Golden Retriever 5 38 F 0
19 Labrador 4 40 M 1
20 Labrador 5 37 F 1
21 Pastor Alemé&o 4 35 F 0
22 Pastor de Malinois 4 35 M 1
23 Pastor de Malinois 4 36 M 1
24 Pastor de Malinois 3 33 F 1
25 Pastor de Malinois 5 38 F 1
26 Pastor de Malinois 4 38 M 1
27 Pastor de Malinois 5 35 F 1
28 Pit Bull 7 30 F 1
29 S.R.D. 6 34 M 0
30 S.R.D. 7 35 M 0

DEA: 1= positivo; 0 = negativo

Fonte: Autoria propria.
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O grupo de animais receptores, composto de 33 cées que receberam transfusdo
sanguinea dos doadores DEA 1.1 positivo foi estudado ao longo de quatro semanas,
pelo hemograma, determinacdo das proteinas plasmaticas totais e de creatinina ¢ yGT
séricas. Todos os animais tinham indicacdo de receber transfusdo sanguinea e, como
condicdo de recebé-la, eram submetidos a prova de compatibilidade feita através da

prova de reagéo cruzada lenta em tubos.

5.2 PROVAS DE REACAO CRUZADA LENTA EM TUBOS

Os resultados foram baseados no grau de hemaécias precipitadas, e classificadas segundo
Gibson (2007) com intensidade variavel de 0 a 4 cruzes. Os mesmos foram condizentes
com o comportamento imunoldgico dos animais receptores, os quais tinham tipos
sanguineos desconhecidos. Essa cinética de anticorpos foi evidenciada em quinze
animais (45%). As figuras de 4 a 6 ilustram os achados da técnica e, a Tabela 3 0s
resultados das provas de reacdo lenta em tubos. A Figura 7 apresenta resultados das
provas de reacdo cruzada apés tratamento estatistico do conjunto de dados obtidos e
listados na Tabela 5 (APENDICE C), demonstrando a cinética dos anticorpos
evidenciados pela prova de reagéo cruzada lenta no dia da transfusdo sanguinea e a cada

sete dias pos-transfuséo.

Figura 4 - Tubos da prova de reacéo cruzada; 1 = aglutinagdo positiva da reagdo cruzada maior,

2 = aglutinagdo negativa da reacdo cruzada menor, 3 = autocontrole do doador normal, 4 =

autocontrole do receptor normal

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5 - Apresentacdo em lamina e em tubo da amostra com aglutinacéo positiva

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 3 - Resultado da intensidade de cruzes da prova de reacdo cruzada lenta em tubos nas

guatro semanas avaliadas

Escore
(cruzes) Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
0 31 26 22 19
2 2 2 4 4
3 0 5 5 4
4 0 0 2 6
(n)=33

Fonte: Autoria propria.
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Figura 6 - Cinética da prova de reacdo cruzada lenta em tubos (PRC) nos cées submetidos a

transfusdo sanguinea com sangue DEA 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

PRC 0,121 +0,4846 0,576 +1,1465 0,939 +14129 1,333 +1,6708
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) com reatividade das amostras

classificadas por cruzes (B) (Pearson;p=0,011). Fonte: Autoria prépria.

5.3 ACOMPANHAMENTO POS-TRANSFUSAO

O acompanhamento laboratorial serviu para avaliar a resposta terapéutica frente as
diversas patologias que cada receptor apresentava no momento da transfuséo. Procurou-
se verificar se as transfusdes de sangue com tipo sanguineo diferente teriam
comportamento hematologico e bioguimico discordante ou ndo do que ocorresse

com tipo DEA 1.1. Todos os animais do estudo, segundo os médicos veterinarios
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solicitantes, no momento da transfusdo, apresentavam valores hematoldgicos
indicativos de ser realizado esse procedimento terapéutico, com volume globular abaixo

de 20% e hemoglobina inferior a 7 g/dL.

5.3.1 Analises de sangue total e plasmatica
5.3.1.1 Hemograma

Os hemogramas semanais avaliaram a manutencdo das células transfundidas, bem
como sua producdo pelos animais receptores. O conjunto dos resultados de diferentes
parametros analisados em cada animal estudado foram tabulados nas tabelas 6-A a 6-G
(APENDICE C) e, os resultados globais dos 33 animais do grupo sdo apresentados
como média e desvio padrdo na Tabela 4. A Figura 7 ilustra em graficos os parametros

dos hemogramas dos 33 animais nas 4 semanas avaliadas.
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Tabela 4 - Evolucéo do perfil hematoldgico pds-transfusdo sanguinea com o tipo DEA 1.1
positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Hemécias(milhdes/dL) 3,624 +1,1888 3,833 £1,0376 3,839 +1,0842 4,188 + 1,2366

Hemoglobina(g/dL) 9,358 +3,1080 9,891 +£2,5833 9,918 +2,2634 10,315 +2,8570

Volume globular(%) 23,818 +7,7478 25,061 £6,4804 25,000 £6,7361 27,303 £8,3235

Leucdécitos(x10%/dL) 12,079 +8,5814 12,076 +8,4986 10,948 £8,0411 11,891 +9,5950

Neutofilos(x10%/dL) 10,047 £7,1478 10,330 £7,3354 9,294 +6,9764 10,137 £8,4464

Linfocitos(x10%dL)  1,075+0,9610 0,822 +0,4342 0,852 +0,6574 1,030 +0,8778

282,242 302,394 308,212 292,818
Plaguetas(x10%/dL)  177,6667 +196,0237 +185,9717 +198,8298

(n) = 33 animais; Valores de referéncia: Hemacias: 5,5-8,5(milhées/dL); Hemoglobina:
12,0-18,0(g/dL); Volume globular: 37-55(%); Leucdcitos: 6,0-17,0(x10%/dL); Neutrofilos:
3,0-11,5(x10%dL); Linfécitos: 1,0-4,8(x10%/dL); Plaquetas: 200-500(x10%dL) (JAIN, N.C.,
1993). Fonte: Autoria propria.
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Figura 7 - Evolucédo de pardmetros hematoldgicos em cées pos-transfundidos com sangue DEA

1.1 positivo
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo dos parametros hematoldgicos (A, B, C,

D, E, F, G) sem diferencas estatisticamente significantes. Fonte: Autoria propria.

5.3.1.2 Proteinas plasmaticas totais

As proteinas plasmaticas totais foram avaliadas como indicadoras do processo
inflamatorio que cada animal pos-transfundido se encontrava. Como 0 processo
inflamatdrio exerce influéncia na reducdo dos eritrocitos, esse parametro é importante
no estudo. Os resultados globais séo apresentados como média e desvio padrdo, com sua

ilustracdo na Figura 8. Os resultados do banco de dados encontram-se no Apéndice C,
na Tabela 7.
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Figura 8 - Evolucdo das dosagens das proteinas plasmaticas totais — PPT (g/dL) dos cées pos-
transfundidos com sangue DEA 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 3

8,541
Proteinas(g/dL) 8,567 +1,3411 8,442 +1,1054 8,644 £1,2946  +1,0978

(n) = 33 animais; Valor de referéncia: 6,0-8,0 (JAIN, N.C., 1993).
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das proteinas plasmaticas totais sem

diferencas estatisticamente significantes (B). Fonte: Autoria propria.

5.3.2 Andlises séricas
5.3.2.1 Dosagens séricas de creatinina

As analises séricas de creatinina tiveram o propdésito de avaliar lesGes renais nos
animais pos-transfundidos, visto que os rins sendo Orgdos sitio da produgdo de
eritropoietina apresentam papel relevante na hematopoiese, mesmo que esse indicador
seja tardio. Os resultados globais sdo apresentados com os valores de média e desvio

padrédo e com sua ilustracdo na Figura 9. Os resultados do banco de dados encontram-se
no Apéndice C na Tabela 8.
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Figura 9 - Evolucdo das dosagens séricas de creatinina (mg/dL) dos cées pds-transfundidos

com sangue DEA 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

0,982
Creatinina(mg/dL) 1,118 +1,0230 0,976 +0,8775 1,070 £1,1232 +0,8604

(n) = 33 animais; Valor de Referéncia: 0,5 — 1,5 mg/dL (KANEKO, J.J. et al.,1997).
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das dosagens séricas de creatinina

sem diferencas estatisticamente significantes (B). Fonte: Autoria propria.

5.3.2.2 Dosagens séricas de gama-glutamil transferase

As andlises séricas de gama-glutamil transferase foram avaliadas nos cédes pOs-
transfundidos como indicador de lesdo hepética, pois 0s animais do estudo eram
portadores de diversas patologias que podem gerar perda sanguinea crénica. Os
resultados globais sdo apresentados com os valores de média e desvio padrdo e com sua

ilustracdo na Figura 10. O conjunto dos resultados por animal estudado encontra-se no
Apéndice C Tabela 9.
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Figura 10- Evolucdo das dosagens séricas de gama-glutamil transferase (U.1./dL) de cées p0s-
transfundidos com sangue DEA 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
4,030
yGT(U/dL) 6,503 +9,4343 3,997 +3,9300 4,533 +5,1693 +4,3523

(n) = 33 animais; Valor de Referéncia: 1-10 U/dL(KANEKO, J.J. et al.,1997).
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das dosagens séricas de gama-
glutamil transferase sem diferengas estatisticamente significantes (B). Fonte: Autoria propria.

5.4 AVALIACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras dos 33 cées receptores foram congeladas a - 4°C ao longo de quatro
semanas, totalizando 132 aliquotas submetidas a citometria de fluxo para deteccdo de
anticorpos anti-DEA 1.1. O ponto de corte foi definido a partir da comparagéo dos
resultados negativos das provas de rea¢do cruzada com os resultados encontrados na
citometria de fluxo. Os valores encontrados na citometria de fluxo dos individuos que
tinham prova de reacdo cruzada negativa tiveram valores que variaram de 4 a 14,6 em

intensidade de fluorescéncia. As amostras que obtiveram valores maiores de 14,6 foram
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consideradas positivas, 0 que oscilou de 15 até 538,99. A analise por citometria de fluxo
evidenciou a cinética dos anticorpos positivos para o antigeno DEA 1.1 ao longo do
periodo estudado onde encontramos nove animais positivos (27%). Os resultados dessa
analise sdo apresentados com valores de média e desvio padrdo e com sua ilustracdo na

Figura 11. Os dados globais encontram-se na Tabelal0 no Apéndice C.

Figura 11 - Cinética da deteccdo de anticorpos anti-DEA 1.1positivo em cées pos-transfundidos

com sangue DEA 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Citometria de 53,282
fluxo 6,705 +2,4519 8,979 +11,1094 15,380 +23,6426 +130,3695
(n) = 33 animais.
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) com reatividade das amostras
classificadas por intensidade de fluorescéncia (B) (ANOVA;p=0,017). Fonte: Autoria propria.
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5.5 AVALIACAO FINAL DAS VARIAVEIS DO ESTUDO

Dentro da estatistica descritiva, as analises inferenciais das varidveis com os demais
tratamentos estatisticos utilizados no estudo apresentaram diferenga estatisticamente
significante na pesquisa de anticorpos anti-DEA 1.1, por citometria de fluxo, entre os
periodos avaliados (ANOVA;p=0,017) como evidenciado na Tabela 11 no Apéndice C.
As diferencas observadas foram entre as semanas 1 e 4 (Tukey;p=0,026) e entre as
semanas 2 e 4 (Tukey;p=0,038), onde a diferenca média é significante até 0,05,

demonstradas na Tabela 12 no Apéndice C.

Os testes de Qui-quadrado foram feitos para encontrar um valor de dispersdo para as
variaveis qualitativas da pesquisa avaliando a correlacdo entre elas. Este teste
paramétrico ndo dependeu das meédias e variancias e apresentou um valor de
significancia de 0,011 no teste de Pearson evidenciado na Tabela 13 (APENDICE C)
(CONTI, 2014).

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que a populacdo dos animais do grupo de doadores de
sangue é representada por 60% de individuos positivos ao tipo DEA 1.1, semelhante ao
que foi apresentado na literatura como parametro de tipificacdo na populagdo canina
brasileira (NOVAIS et al., 1996; ESTEVES et al., 2011). Segundo Acierno et al. (2014)
a populacdo mundial de cdes oscila numa prevaléncia de 10 a 100%, e esse tipo
sanguineo torna-se mais prevalente em grupos raciais ou de consanguinidade préxima,
sendo que em populagdes mistas geneticamente estabelece-se uma estimativa mundial
de 50% .

Cada hemograma pode respaldar o efeito benefico das transfusfes, tanto no que se
refere a série vermelha quanto na série branca, plaquetas e da mesma forma, as
proteinas totais. Os valores de eritrograma (contagem global de hemaécias, hemoglobina
e volume globular) apresentaram-se medianamente abaixo da normalidade porém, ainda

sem indicacdo de realizagdo de nova transfusdo. Por sua vez, o leucograma apresentou
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valores dentro da normalidade, bem como as plaquetas e as proteinas plasmaticas totais.
Os resultados encontrados em todos os cées, independente da positividade ou ndo, nas
provas soroldgicas que evidenciam producgdo de aloanticorpos— reagdo cruzada lenta em
tubos e citometria de fluxo —condizem com uma medula 6ssea ativa na producdo dos
elementos figurados, apesar das diversas patologias que 0s receptores apresentavam. De
todos os parametros do hemograma, os que ficaram mais estaveis dentro dos valores da
normalidade apds cada transfusdo sanguinea foram as plaquetas. O que demonstra uma
boa resposta terapéutica em pacientes que foram pancitopénicos por variadas causas,
principalmente erliquiose. Nao houve trombocitopenia pos-transfusional como relatada
por La Gamma; Blau (2012) e Lemos (2010) sendo concordante com os achados de
Lacerda (2005) que a considera uma reacgéo rara.

As dosagens de creatinina foram realizadas para avaliar a fung&o renal, visto que os rins
sdo responsaveis pela producdo da eritropoietina que sinaliza @ medula 0ssea para a
producdo sanguinea, e os valores se mantiveram dentro dos padrdes de normalidade.
Segundo Lopes et al. (2010), em humanos, valores altos de creatinina, que cursam com
estado nutricional de caquexia, é fator de mortalidade mais alto quando comparados aos
pacientes com hipercreatininemia mas que apresentam estado nutricional equilibrado.
Por isso todos os pacientes foram recomendados a receber suplementacgéo férrica, como
estimulante da eritropoise, e reforco alimentar, considerando que a producéo celular ndo
estivesse prejudicada por auséncia ou reducdo de eritropoietina e sim, por extenuagédo

corporea por diversas patologias.

O fato dos animais apresentarem valores de creatinina também dentro da normalidade
nos leva a excluir possiveis quadros de insuficiéncia renal, pois pacientes insuficientes
apresentam contagem plaquetaria diminuida, devido a hipofuncdo da medula 06ssea,
levando a hemorragias (BRAINARD, 2008). A lesdo renal aguda frequentemente
resulta de isquemia por agentes toxicos ou infecciosos, afetando o glomérulo e sua
porcdo tubular, e as concentracdes séricas de creatinina mantém-se na faixa da
normalidade até que mais de 66% dos néfrons passem a ser afuncionais, demonstrando
que é um marcador especifico de baixa sensibilidade, caracterizando-se como tardio
(FREITAS et al., 2014).

Sabe-se que o figado é 6rgao fundamental na filtracdo e metabolizagdo sanguinea, bem

como a producdo de fatores de coagulacdo importantes na hemostasia secundaria
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(BRAINARD, 2008). As avaliagdes da yGT verificaram, de forma sucinta, a fungdo
hepatica no periodo pés-transfusional, uma vez que os pacientes eram hipovolémicos,
com patologias variadas e no curso do estudo, receberam tratamentos diversos. Os
resultados encontrados apresentaram valores dentro da normalidade. Entre os testes de
funcdo hepatica realizados no diagnostico de hepatopatias, a YGT tem sido relatada
como marcador das desordens hepatobiliares e apesar dela ter sua maior concentragdo
no tecido renal e pancreético sua importancia clinica esti ligada ao diagnostico de
colestase e de lesdes hepaticas de carater inflamatorias e tdxicas como as que
acompanham as patologias dos transfundidos (VALADARES, apud VIDAL et al.,
2009).

Com producdo ou ndo dos aloanticorpos, esses dois indicadores bioquimicos
evidenciaram que cada animal transfundido apresentou 0 mesmo comportamento e que
a resposta terapéutica estava satisfatoria. Isso demonstrou que independente do tipo
sanguineo do doador canino ser igual ou distinto do receptor a resposta clinica foi

adequada.

As transfusdes de sangue total deste estudo foram indicadas por uma variedade de
condigdes incluindo hipoxia celular, devido a perda sanguinea, anemia hemolitica auto-
imune, hemoproducdo diminuida pela medula 6ssea, de origem infecciosa ou
imunomediada ou ainda, infeccbes por hemoparasitas. Foi verificado durante a
realizacdo das provas de reacdo cruzada, que alguns pacientes apresentavam
autoaglutinacdo. Segundo Rogers (2008) a destruicdo dos eritrécitos se inicia a partir da
ligacdo da IgG ou IgM e complemento com a membrana celular, o que pode confundir
com uma reacgdo por presenca de aloanticorpos pos-transfusionais. Por sua vez, durante
a realizacdo da citometria de fluxo do estudo, no momento da incubacao dos soros teste
a 56°C, ocorreu a inativacdo do complemento, o que otimizou a técnica no que se refere
a essa interferéncia na aglutinagéo (LUCIDI et al., 2011). Para McDevitt et al. (2011) o
sangue coletado para as transfusdes precisa apresentar células viaveis antes e apds o
procedimento. Por isso, no presente estudo, cada transfuséo foi realizada com sangue de
no maximo dois dias de coletado, evitando leséo de estocagem hemolitica como descrita
por Duggan et al. (2014). Todos os pacientes eram submetidos a prova de reagédo
cruzada como condicdo basica para se proceder a transfusdo, seguindo a técnica
preconizada por Lanevschi; Wardrop (2001), e interpretagdo segundo Gibson (2007).

Nesse trabalho observou-se na prova de reacdo cruzada lenta em tubos que a
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positividade foi marcadamente progressiva da segunda para a quarta semana, sendo que
em alguns individuos ocorreu uma redugdo no parametro de uma cruz (1+) na quarta
semana. Nos individuos que apresentaram a citometria de fluxo positiva, o crescimento
foi evidenciado numericamente desde a primeira semana, com progressao positiva até a
quarta semana, atestando uma grande especificidade da técnica. Houve individuos com
reacdo cruzada lenta em tubos positiva, mas que na citometria de fluxo, ndo apresentava
resultado positivo, o que leva a crer que se tratasse de individuos com autoanticorpos e
autoaglutinacdo tipica de anemia hemolitica autoimune ou reativos a outro tipo

sanguineo que ndo o DEA 1.1, como foi citado por Blois et al. (2013).

Conforme foi observado, apenas nove (27%) dos animais avaliados nas quatro semanas,
mostraram positividade ao antigeno DEA 1.1 na citometria de fluxo, enquanto na prova
de reacdo cruzada lenta, quinze (45%) dos animais foram positivos a esse teste. Dos
nove positivos na citometria de fluxo apenas o animal de numero 8 néo foi positivo na
prova de reacdo cruzada lenta, vindo a apresentar leve positividade (fluorescéncia
numeérica de 20 para um ponto de corte de 14,7) somente na terceira semana de estudo.
Isso evidencia que a prova de reacdo cruzada lenta em tubos tem carater
semiquantitativo e por isso, com baixo titulo de anticorpos, a aglutinacdo ndo foi
perceptivel (TOCCI; EWING, 2009). Ademais, ha animais DEA 1.1 com variadas
intensidades de positividade, de fraca a intensa, que seus estimulos a producdo de
aloanticorpos poderdo corresponder a essa intensidade, levando a compreensdo de que o
animal 8 pudesse ter recebido um sangue DEA 1.1 de intensidade fraca (ACIERNO et
al., 2014). Os que apresentaram fluorescéncia mais alta sempre obtiveram positividade
na prova de racdo cruzada lenta. Esses achados evidenciam a seguinte relacdo entre as
duas técnicas: a citometria de fluxo mostrou-se ser uma técnica de alta especificidade,
enquanto a prova de reagdo cruzada lenta em tubos se mostrou de alta sensibilidade,
ainda que possa apresentar resultados falso positivos, levando a entender que a
comparagdo entre as duas ndo é exata. Como a propria literatura discorre, ainda nédo
existe uma técnica para tipificacdo sanguinea padrdo ouro e a citometria de fluxo, por
sua alta especificidade e pela possibilidade de deteccdo de aloanticorpos, foi utilizada
por Acierno et al. (2014) em busca de uma padronizacéo da tipificagdo sanguinea. A
citometria de fluxo confirmou ser técnica muito especifica para a pesquisa de

aloanticorpos, porém de pouca acessibilidade por causa do alto custo. E, a prova de
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reacao cruzada lenta em tubos, por ser de baixo custo ainda é muito acessivel a rotina

clinica, a habilitando como escolha para testes pré-transfusionais.

Transfusdo sanguinea representa a exposi¢cdo mais comum a uma grande concentracdo
de antigenos além de ser uma complexa e variada terapia celular. Seus efeitos geram
uma direta aloimunizacdo, que foi o alvo da pesquisa de anticorpos desse estudo
(ZIMRING, 2013). Ndo esta esclarecido ainda se cdes DEA 1.1 fracamente positivos
podem desencadear uma resposta de aloanticorpos como a que ocorre em caes
fortemente DEA 1.1 positivos (ACIERNO et al., 2014).

Para realizar a padronizacdo da técnica obteve-se amostras de células com antigeno
DEA 1.1 em intensidades distintas, onde aquelas de alta intensidade ndo apresentaram
boa fluorescéncia e amostras de meédia intensidade apresentaram boa fluorescéncia. O
antigeno primario desse estudo foi proveniente de um animal que apresentava uma
reacdo DEA 1.1 média positiva. Nessa pesquisa de anticorpos pela citometria de fluxo
foram usados anticorpos policlonais (Serotec) anti-cdo de origem ovina, que séo
intrinsecamente variaveis, multiplos, e suas reacdes de aglutinacdo parecem depender
distintamente da concentracdo do antissoro usado (ACIERNO et al., 2014). A
sensibilizacdo de cada soro a ser testado era dependente de cada doador DEA 1.1 que
variou de pouco a fortemente positivo. Por isso cada resultado positivo apresentava
valores distintos entre as amostras mesmo que elas apresentassem uma gradacdo de
intensidade. O soro controle negativo foi obtido de animal conhecidamente DEA 1.1
negativo e a mesma amostra foi utilizada em todo estudo. A técnica da citometria de
fluxo deste estudo seguiu a metodologia utilizada por Lucidi et al. (2011) com ajustes
devido adaptacdo ao antigeno eritrocitario, visto que seu seguimento original foi com
plaquetas. A técnica da citometria de fluxo para pesquisa do tipo DEA 1.1 preconizada
por Acierno et al. (2014) utilizou o marcador FITC conjugado ao anticorpo policlonal
anti-murino de origem caprina, e em nosso estudo o FITC foi conjugado ao anticorpo
anti-cdo de origem ovina, na qualidade de anticorpo secundario para reagir com a

ligagdo anticorpo priméario anti DEA 1.1 positivo na deteccdo do mesmo.

Neste estudo os resultados positivos comprovam, como na tipagem reversa, que ao
haver uma reagdo antigeno-anticorpo, aquele tipo sanguineo do soro testado € qualquer
outro que ndo o pesquisado (LACERDA, 2011). E, os dados comparativos podem

subsidiar os testes pré-transfusionais e contribuir para o controle de reacdes pos-
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transfusionais de incompatibilidade, especialmente em animais acometidos de
patologias, as quais demandam sucessivas transfusdes, que, com frequéncia, costumam

evoluir para 6bito.

7 CONCLUSOES

Os resultados da pequisa de anticorpos e da prova de reacdo cruzada comprovam que a
técnica de citometria de fluxo é de alta especificidade e sensibilidade, e que a prova de
reacdo cruzada lenta em tubos pode confundir resultados de incompatibilidade

sanguinea com autoaglutinacéo.

A resposta terapéutica dos animais poés-transfundidos segundo os achados de
hemograma, proteinas plasmaticas totais, creatinina e yGT foi adequada

independentemente do tipo sanguineo do receptor ter sido igual ou ndo ao do doador.

A producdo de anticorpos anti-DEA 1.1 em receptores, que ocorre apos a sensibilizagéo,
permite estabelecer um progndstico de que na eventualidade desse paciente receptor vir
a precisar de nova transfusdo sanguinea, torna-se proibitivo receber um sangue

novamente DEA 1.1 positivo, a fim de que ndo ocorram reacdes transfusionais.

Os animais que ndo apresentaram resultado positivo para as provas de reacdo cruzada,
bem como na citometria de fluxo apds a transfusdo sanguinea, foram considerados de

qualquer outro grupo sanguineo diferente do DEA 1.1 positivo.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa de anticorpos caninos anti-DEA 1.1 por citometria de fluxo em cées pos-
transfundidos.

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) a participar do trabalho cientifico: Pesquisa de anticorpos
caninos anti-DEA 1.1 por citometria de fluxo em cées pos-transfundidos, realizada no
Instituto de Ciéncias da Saude - UFBA. O objetivo da pesquisa é identificar a producéo
de anticorpos anti-DEA 1.1 em pacientes que receberam transfusdo de sangue de doador
DEA 1.1 positivo, através da citometria de fluxo, e comparar com a intensidade da
reacdo cruzada desses receptores e doadores. A sua participacdo € muito importante e
ela se daria da seguinte forma: no dia da transfusdo sanguinea do seu animal, sera
coletado uma amostra de 4 ml de sangue para serem realizados: exame de
compatibilidade sanguinea; uma dosagem de creatinina, para avaliacdo renal;, uma
dosagem de gGT (gama glutamil transferase), para avaliacdo hepatica, e hemograma,
para avaliacdo de sua anemia. A cada 7 dias, repetiremos esses exames e faremos a
pesquisa de anticorpos produzidos pelo mesmo contra os eritrécitos do sangue recebido.
No total, serdo feitas 5 avaliacbes hematoldgicas durante 4 semanas. Gostariamos de
esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntéria, podendo vocé recusar-se a
participar ou mesmo desistir, a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer 6nus
ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacbes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Os beneficios esperados sdo: avaliar o aproveitamento do sangue recebido durante a
transfusdo, bem como o estado geral de salde, graus de anemia e comprometimento dos
rins e figado dos receptores.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua participacao.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode contactar
Suzana Claudia Spinola dos Santos, a Rua dos Radialistas, 209, na Clinica
Veterinaria Diagnose Animal, nos telefones (71) 3351-2960 e (71) 9978-2188 ou
procurar a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia, na
Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n°, no telefone (71) 3283-8958, ou ceuaics@ufba.br.
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Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas
devidamente preenchida e assinada, entregue a voce.

Salvador, de de

Suzana Claudia Spinola dos Santos
RG: 02922748-82

CRMV: BA-1544

Eu, (nome por extenso), tendo
sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em
participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura;

Data:
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APENDICE B — Calculo amostral do estudo:

X,=p +Np(l-p)/N,oqueda
X~ P = 2Ap (1-p)/N

(X — P =Z% (1 - p)/N, o que resulta para N o valor:

N=ZPpl-p) oy N=Zp(l-p)
D{m-,x_ P:l z d:!

Considerando-se:

p - Fracdo de sucesso

Z - O nmero de desvios-padréo

Xmax - O valor méximo do atributo quantificado
N - Tamanho da amostra

Z=1,96

p=0,75

d = Xmax - p=0,90 - 0,75 =0,15

N =1,962.0,75 (1 - 0,75)/0,15% , o que corresponde a um valor aproximado de 32,0133

individuos.



APENDICE C — Banco de dados

Tabela 5- Resultado da prova de reacdo cruzada lenta em tubos (em cruzes) de 33 cées pos-

transfundidos com sangue DEA 1.1 positivo.

Animal Antes Sem1l Sem?2 Sem3 Semi4

O 00 NO O WN -
o
o
o
o
N

el el ol
oA WNRERO

RREBBNSORINRSbeN

N eoleolNeololNoelolNolololNoellolNoloelolololoelololeolelollolelollollole oo
O OO O OONMNMNOOODODODOODODODOODODO0ODO0OODO0ODO0O0OO0OOOOOO0O oo
O OO O MNOWWOOMNWWOWOODOOODOOOOOOOOOoOo oo
NOOOWOWWOMNDMNWWOPAERPMPOONOOOOOOOOOOOODO
NOOOWOPR,PRPRODWWOWOPRPOOPRRPPOOOOOOONOONDNDO

33 0
Fonte: Autoria propria.




Tabela 6-A — Contagem de hemécias (milhdes/dL) de 33 cées pds-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de referéncia: 5,5-8,5 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 5.2 5.5 5.9 5.2
2 4.7 4.9 4.7 5.6
3 3 3.3 4.1 4.5
4 5.2 4.5 4.3 5
5 2.7 4.3 1.6 1.2
6 1.7 3.4 4 4.6
7 2.9 3.1 3.7 4.2
8 3.9 4.6 4.2 4.1
9 5.7 5 5.5 5.3
10 4.9 5.9 4.6 3.1
11 4.4 2.3 1.8 2.3
12 1.6 2.5 3.1 3.8
13 2.6 3 3.3 3.7
14 2.9 3.7 4 4.4
15 4.1 3.5 3 3
16 3.6 4.2 4.3 5.2
17 1.3 1.3 1.9 2.4
18 4.8 4.7 4.6 4.9
19 4.5 4.2 5.1 5.4
20 3.6 3.7 2.5 7.2
21 3.4 3.1 2.9 2
22 3.4 3.2 2.9 2.4
23 4.1 4 4.5 5.1
24 3.6 3.7 4 4.4
25 2.7 3.6 4.2 4.2
26 4 3.2 2.4 3.8
27 3.9 4.3 4.5 4.5
28 4.2 5.3 5.3 5.3
29 4.8 4.5 4.3 4.5
30 4.5 4.4 4.2 4.5
31 1 2.1 4.4 4.5
32 4.5 4.9 4.5 5
33 2.2 2.6 2.4 2.9

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-B — Concentracao de hemoglobina (g/dL) de 33 cées pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de referéncia: 12,0-18,0 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 13.2 12.4 12.6 13.7
2 12.4 12.8 11.5 13.9
3 7.9 8.2 9.8 11
4 121 10 9.5 11.2
5 7.4 111 7.3 3.9
6 4 7.5 9.7 10.3
7 8.4 8.7 9.9 10
8 10.8 11.6 10.4 10.4
9 15 14 14.2 14.2
10 10.4 13.7 10 7.6
11 12 6.8 5.8 7.1
12 3.4 5.9 7.6 8.8
13 6.7 8.3 8.6 8.4
14 8.1 10.6 11.4 11.9
15 10.9 10 8.2 6.5
16 9.6 11.7 11.2 111
17 3.5 3.9 5 6.1
18 11.9 10.9 11 121
19 12.5 10.2 12 115
20 12 12.5 10.9 15
21 8.1 7.7 7.1 5.1
22 7.3 6.8 7 5.3
23 10.5 11.8 13.7 14.4
24 9.6 9.9 10.8 11.4
25 7.8 9.7 111 10.9
26 10.7 8.7 7.1 11
27 9.3 114 11 10.9
28 9.4 13.3 13.1 121
29 12.2 11.9 115 11.7
30 11.7 10.9 9.8 11.2
31 2.4 5.4 111 11.9
32 12.1 12 10.7 12.5
33 55 6.1 6.7 7.3

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-C — Proporc¢éo de volume globular (%) de 33 cées pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de referéncia: 37-55 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 32 34 31 33
2 30 31 29 36
3 20 22 27 30
4 30 27 25 29
5 16 28 11 8
6 11 22 25 29
7 21 22 26 30
8 26 30 26 27
9 37 33 36 35
10 29 34 26 20
11 29 16 14 17
12 10 15 20 24
13 18 20 21 23
14 19 26 27 30
15 27 23 20 16
16 24 28 27 31
17 9 9 13 16
18 28 26 26 28
19 35 30 37 44
20 26 28 20 43
21 22 19 18 13
22 21 20 18 13
23 29 28 30 33
24 22 23 26 28
25 19 23 27 27
26 28 23 17 29
27 29 30 30 28
28 29 36 35 35
29 32 30 28 29
30 28 27 27 28
31 6 14 38 35
32 30 33 27 34
33 14 17 17 20

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-D — Contagem de leucocitos (x10%/uL) de 33 cées pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de referéncia: 6,0-17,0 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 11.8 14.6 175 14.3
2 5.8 4.6 4.9 6.6
3 9.9 10.6 7.9 17.3
4 10.4 4.3 6 7.7
5 11.9 24.5 12.3 111
6 13.8 8.3 5.7 8.2
7 1.2 11 2.4 2.9
8 11.1 10.5 8.4 10.5
9 10.3 9.2 10.9 13.3
10 14.3 11.2 14 13.8
11 111 14.7 141 115
12 7.9 18.7 6.1 30.4
13 8.5 8.1 9.1 14.6
14 4 16.5 18 6.6
15 47.4 38.4 48.6 56.6
16 4.8 3.8 4 5.9
17 15.9 23.8 8.4 18.8
18 12.2 10.7 11.2 11.8
19 6.5 8.5 6.6 7

20 25.6 11.5 6.6 11.7
21 4.2 4.4 7.6 3.4
22 6.5 9.2 10.1 4

23 8.7 10.9 6.3 7.7
24 23 37.8 21 15
25 12.9 8 6 8.4
26 10.3 10.1 12.8 6.9
27 25.4 16.7 17.3 13.9
28 6.9 8.9 8.7 11
29 10.8 7.8 9.3 9.8
30 13.6 10.6 11.1 8.3
31 19.2 7.4 13.3 9.4
32 7.1 6.5 8.4 5.7
33 5.6 6.6 6.7 8.3

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-E — Contagem de neutrdfilos (x10%/uL) de 33 cdes pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 3,0-11,5 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 10.62 13.14 14 12.87
2 4.93 3.95 4.06 5.61
3 7.92 8.9 6.32 16.08
4 9.36 3.44 5.04 6.46
5 8.33 20.82 10.2 7.1

6 11.04 5.81 4.56 7.38
7 0.91 0.81 2.16 2.32
8 9.43 9.24 7.3 9.45
9 9.27 8.28 9.81 11.97
10 12.87 9.52 12.04 11.59
11 9.99 13.67 12.69 10.35
12 6.87 17.39 5.24 28.27
13 6.8 6.64 7.28 10.51
14 2.96 13.86 16.2 5.28
15 40.29 34.56 41.31 48.11
16 3.5 2.85 3.36 4.66
17 13.35 21.42 7.05 17.48
18 10.85 8.23 7.84 8.26
19 5.2 6.8 4.88 441
20 20.48 10.35 4.95 9.36
21 2.94 2.94 6.84 2.92
22 5.98 8.37 9.09 3.6

23 6.96 9.15 5.29 6.54
24 20.7 29.1 18.9 13.5
25 11.22 6.56 5.04 7.22
26 9.27 9.39 12.16 6.55
27 18.54 14.52 16.08 12.78
28 5.38 7.65 6.96 9.24
29 9.61 6.55 8.09 8.33
30 12.64 9.32 10.1 6.8

31 11.9 6.14 8.64 7.33
32 6.39 5.78 7.14 4.73
33 5.04 5.74 6.09 7.47

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-F — Contagem de linfdcitos (x10%/uL) de 33 cdes pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 1,0-4,8 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 0.7 0.73 1.75 0.71
2 0.4 0.41 0.49 0.46
3 1.08 1.06 0.94 0.69
4 0.52 0.51 0.54 0.61
5 2.61 2.2 1.59 3.66
6 1.65 1.9 0.68 0.57
7 0.18 0.16 0.14 0.29
8 0.77 0.84 0.67 0.63
9 0.3 0.46 0.43 0.39
10 0.71 0.67 0.7 11
11 0.66 0.44 0.56 0.46
12 0.79 0.56 0.48 0.91
13 1.02 0.81 0.91 2.77
14 0.64 1.32 0.72 0.72
15 0.94 1.15 1.45 3.39
16 0.81 0.45 0.32 0.88
17 1.59 1.19 0.75 0.37
18 0.97 1.39 1.56 2.24
19 0.65 0.68 0.85 1.89
20 3.07 0.57 1.12 1.98
21 0.67 0.92 0.45 0.37
22 0.32 0.36 0.5 0.28
23 13 1.09 0.56 0.69
24 0.92 0.75 0.63 0.6
25 0.9 0.88 0.54 0.67
26 0.51 0.4 0.38 0.27
27 2.79 1 0.69 0.55
28 1.17 0.89 1.04 11
29 0.75 0.78 0.83 1.07
30 0.54 0.63 0.77 1.16
31 4.8 0.96 3.85 15
32 0.42 0.52 0.84 0.68
33 0.33 0.46 0.4 0.33

Fonte: Autoria propria.



Tabela 6-G — Contagem de plaquetas (x 10%/uL) de 33 cdes pos-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 200-500 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 374 529 607 374
2 154 129 168 137
3 135 218 240 250
4 281 315 278 393
5 191 411 326 481
6 303 344 470 477
7 15 35 30 12
8 320 799 676 686
9 20 138 260 257
10 401 200 166 134
11 330 610 613 626
12 192 228 374 11
13 202 166 185 296
14 793 600 600 898
15 311 212 222 228
16 88 149 138 175
17 400 604 741 467
18 317 419 314 289
19 200 222 216 234
20 411 385 283 367
21 83 104 120 101
22 387 258 399 135
23 142 48 108 69
24 478 569 551 532
25 206 300 222 231
26 318 227 334 314
27 511 465 250 238
28 714 356 342 270
29 142 159 108 132
30 274 497 370 326
31 385 76 291 316
32 171 187 100 142
33 65 20 69 65

Fonte: Autoria propria.



Tabela 7 — Dosagem de proteinas plasmaticas totais (g/dL) de 33 cdes pos-
transfundidos com sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 6,0 — 8,0 (JAIN, N.C.,1993)

Animal Sem1 Sem 2 Sem 3 Sem 4
1 8 8.1 8.9 8
2 11.8 10.8 10.5 10
3 8 7.9 8.1 8
4 8 7.9 7.9 8.2
5 9.7 8.8 6.3 8
6 6 7 7.1 6.8
7 9 8 8.2 9
8 9 8 8.2 9
9 8 8 7.6 8
10 7.2 8 8 7
11 8.2 8 7.8 7.8
12 6 7 7 8.2
13 7 6.1 6 6.1
14 8.2 8 8 8
15 9 9 9 9.7
16 9.2 8 10 8
17 9 9 8.8 8.1
18 9.8 8.2 8 8.8
19 7 8 8 8.8
20 8.2 75 8.2 8.4
21 10.1 10.2 11 10
22 11 11 11 9.7
23 8 8.8 8.3 8.4
24 9 8.2 9.9 10
25 8.8 9.1 9.1 9.1
26 8 9.2 10 9.7
27 10.2 10.2 10.2 10
28 6.2 7 7 6.8
29 10.3 10.2 10.5 10.9
30 8.6 8 7.8 8
31 8 9.1 9.2 9
32 9.4 8 8 7.6
33 8.8 8.3 10 8.2

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 8 — Dosagem de creatinina sérica (mg/dL) de 33 cées pds-transfundidos com
sangue DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 0,5-1,5 (KANEKO, J.J. et al.,1997)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 2.5 0.5 0.6 0.6
2 0.7 0.6 0.6 0.6
3 0.8 1 0.7 0.7
4 0.8 0.8 0.6 0.6
5 0.3 0.3 0.6 0.5
6 0.4 0.7 0.6 1
7 0.6 0.6 0.4 0.7
8 0.6 0.5 0.6 0.5
9 11 0.8 0.6 1.8
10 0.6 0.5 0.5 0.6
11 15 14 3.8 14
12 0.3 0.4 1.3 0.4
13 0.4 0.9 0.3 0.7
14 1.5 0.7 1.3 0.7
15 0.9 0.3 0.5 0.4
16 2.1 0.9 1.2 1.3
17 0.9 3.6 2.9 2.1
18 0.8 11 1 1.1
19 0.7 11 1.7 0.9
20 0.6 1 0.8 0.5
21 14 1.6 0.9 0.8
22 0.8 0.7 0.8 11
23 0.7 0.5 0.4 0.5
24 0.7 0.6 0.7 0.5
25 11 1 1.2 14
26 5.7 4.6 5.9 5.2
27 0.6 0.6 0.6 1.2
28 11 1 0.6 0.7
29 13 11 0.6 1
30 1.6 1.4 1.3 1.1
31 2.9 0.6 0.8 0.9
32 0.4 0.4 0.4 0.4
33 0.5 0.4 0.5 0.5

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 9 — Dosagem de yGT sérica (U.l./dL) de 33 cées pds-transfundidos com sangue
DEA 1.1 positivo.

Valor de Referéncia: 1-10 (KANEKO, J.J. et al.,1997)

Animal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

1 1 4 3 3.5
2 1 1 1 2
3 1 11 1 1
4 8 4 1 9.5
5 6 6 2 11
6 2 1 1 1
7 2.7 1 1 1
8 3 2 3 1
9 41 17 15 6
10 1 1 1 3
11 7 4 5.6 3.4
12 2 3 2 2.2
13 4 3.7 1.8 1
14 54 4 3.2 2.4
15 4 8 9.8
16 11.6 7.1 5 2.3
17 1 17 23 22
18 3 6 4.3 1
19 1 1 2.1 8
20 22 7 9.2 15
21 5 5 8 1
22 1 1 1 1
23 3.6 2 1 2.7
24 6.3 3.6 3.6 1.8
25 14.3 8.5 7.5 7.5
26 1 1 1 1
27 1 13 1.7 15
28 1 1.2 1 4
29 36.3 1 2.5 11
30 6 3.3 4.5 3.7
31 4.1 3.3 17.7 7.6
32 1 2.6 4.5 3
33 5.3 3.2 2.4 4.5

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 10 - Resultados das avalia¢bes da citometria de fluxo de 33 cédes pds-transfundidos com

sangue DEA 1.1 positivo.

Animal Sem1 Sem 2 Sem 3 Sem4
1 5.7 8.26 7 7
2 6 5.4 5.2 54
3 5.3 8.98 26 15
4 5.23 5.68 6.52 5.32
5 5.4 5.55 7.94 5.4
6 6.75 4,73 5.56 7
7 4.4 4.86 5.75 6
8 5.65 5.78 20 4.9
9 5.98 6.4 6.8 3.9
10 4.8 5.2 5.45 4.8
11 4.6 5.3 4.8 5.9
12 5.6 9.5 13.64 12
13 5.4 4,75 4,92 7.68
14 4.9 4.8 16 11551
15 5.13 5.7 31 30
16 4 4.25 4.28 5.45
17 6 6.03 6 14.4
18 5,51 5.44 5.07 7.2
19 9.64 67 136.7 179
20 9 12.8 11.2 10.2
21 11.7 5.3 6.8 14.5
22 12 5.08 5 6
23 6.17 21.02 29.2 30.16
24 5 24.9 38.02 56.62
25 10.42 12.87 14.6 10.54
26 6.79 8.68 26.83 538.99
27 5.36 6.96 10.09 7.05
28 5.6 4.93 8.33 5.07
29 6.07 5.03 9.2 11.5
30 9.83 8.8 8.43 8.05
31 4,78 5.7 49 7.8
32 12.9 6.17 9.38 10.14
33 9.95 9.38 33.91 65.6

Fonte: Autoria propria.



Tabela 11 - Resultado do teste ANOVA, com diferenga estatisticamente significante da

citometria de fluxo, nas quatro semanas avaliadas.

Entre os grupos F Sig.
Hemacias (em 1,387 0,250
milhGes/dL)

Hemoglobina (em g/dL) 0,689 0,561
Volume globular (em%) 1,291 0,281
Leucdcitos (x 10%/dL) 0,127 0,944
Neutrofilos (x 103/dL) 0,121 0,948
Linfocitos (x 103/dL) 0,908 0,439
Plaquetas (x 103/dL) 0,119 0,949
PPT (em g/dL) 0,152 0,928
Creatinina sérica (em 0,167 0,919
mg/dL)

yGT (em U.L/L) 1,232 0,301
Citometria de fluxo (em *3,5639  *0,017

intensidade de
fluorescéncia)

Fonte: Autoria prépria.



87

Tabela 12 - Resultado do teste Tukey da citometria de fluxo nas quatro semanas avaliadas.

Variavel

Citometria de fluxo
(em intensidade de
fluorescéncia)

S1

S2

S3

*S4

S4

S1

S3

S4

S1

S2

S4

*S1

*S2

S3

95% Intervalo de

confianca
Diferenca  Erro Limite Limite
média  padrdo  Sig. inferior  superior
-2,2745 16,3691 0,999  -44,885 40,336
-8,6748 16,3691 0,952  -51,285 33,936
-46,5773 16,3691 0,026  -89,188  -3,967
2,2745 16,3691 0,999  -40,336 44,885
-6,4003 16,3691 0,980  -49,011 36,210
-44,3027 16,3691 0,038  -86,913 -1,692
8,6748 16,3691 0,952  -33,936 51,285
6,4003 16,3691 0,980 -36,210 49,011
-37,9024 16,3691 0,100  -80,513 4,708
46,5773 16,3691 0,026 3,967 89,188
44,3027 16,3691 0,038 1,692 86,913
37,9024 16,3691 0,100 -4,708 80,513

Legenda: S1, S2, S3, S4 = Semanas 1, 2, 3, 4.

Fonte: Autoria propria.



Tabela 13 - Testes de Qui-quadrado das varidveis do estudo.

88

Valor Dp Significancia
Pearson 21,497% 0,011
Likelihood Ratio 26,027 0,002
Associacao linear 15,086 0,000
Ndmero de casos validos 132

Legenda: a = 12 variaveis (75,0%) tinham espectativa de contagem menor que 5. A contagem

minima esperada ¢ 2,00.

Fonte: Autoria prdpria.
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