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RESUMO: A transfusdo sanguinea ¢ uma ferramenta de carater emergencial, no entanto ndo
se deve negligenciar medidas esséncias de seguranca para o animal, por esta razéo, o teste de
reacdo cruzada é recomendado para tornar esse procedimento mais seguro e evitar a
ocorréncia de reagdes incompativeis. E de baixo custo, rapido de ser realizado e quando feito
corretamente, é de grande sensibilidade, fornecendo as informacgdes pré- transfusionais
necessarias para uma pratica mais segura. O trabalho objetivou avaliar a compatibilidade
sanguinea de cées, atraves do teste de reacdo cruzada. Foram utilizados 20 caes, sem distin¢ao
de sexo e raga, nunca antes transfundidos, de grupos sanguineos desconhecidos, com idade
entre um a oito anos, onde aleatoriamente foram formadas dez duplas, sendo cada animal
avaliado como receptor e como doador através da prova da rea¢do cruzada maior (primaria) e
reacao cruzada menor (secundaria). Verificou-se que dois a cada 20 testes de compatibilidade
sanguinea (20%) foi incompativel. Em uma amostra (10%) foi observado macroscopicamente
a presenca de hemolise e em outra amostra (10%) foi avaliada na prova menor a presenca de
aglutinagcdo macroscopicamente e microscopicamente indicando a existéncia de
incompatibilidade sanguinea in vitro. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que reacdes
incompativeis podem ocorrer, com isso, se faz necesséria a realizacdo do teste in vitro de
reacdo cruzada antes de qualquer transfusdo para prever a ocorréncia de reacGes de
incompatibilidade no procedimento de transfusdo.

Palavras-chave: Anemia, Reacdo cruzada, Sangue, Transfusao.



ABSTRACT: Blood transfusion is an emergency tool, however, it should not be neglected
essential safety measures for the animal, for this reason, the cross-reaction test is
recommended to make this procedure safer and avoid the occurrence of incompatible
reactions. It is inexpensive, quick to carry out and when done correctly, is highly sensitive,
providing the pre-transfusion information needed for safer practice. The objective of this work
was to evaluate the blood compatibility of dogs through the cross - reaction test. Twenty dogs
were used, without distinction of sex and race, never before transfused, of unknown blood
groups, aged between one and eight years, where ten pairs were randomly formed, each
animal being evaluated as recipient and as donor through the reaction test (primary) and minor
(secondary) cross-reaction. It was found that two out of 20 blood compatibility tests (20%)
were inconsistent. In a sample (10%) the presence of hemolysis was observed
macroscopically and in another sample (10%) the presence of agglutination was evaluated
macroscopically and microscopically indicating the existence of blood incompatibility in
vitro. From the obtained results, it is concluded that incompatible reactions can occur,
therefore, it is necessary to perform the in vitro cross-reaction test before any transfusion to
predict the occurrence of incompatibility reactions in the transfusion procedure.

Keywords: Anemia, Blood, Cross-reactivity, Transfusion.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Amostra apresentando hemdlise no teste de reacdo cruzada na prova maior e prova

menor, detectando incompatibilidade iN VIro. .........cccocviiiiieiiic e 26

Figura 2 - Formacao de coagulo no teste de compatibilidade sanguinea in vitro apds incubacéo

e centrifugacao, indicando reagao positiva Na Prova MENOT..........cccurererieierrerrenresiesiesieseeens 27

Figura 3 - Teste de compatibilidade in vitro em cdes. A- aspecto homogéneo apds
ressuspensdo das células na prova maior, indicando resultado negativo. B- formacdo de

grumos, indicando resultado positivo Na Prova MENOK...........c.ccveiveiieeieeriesie e e sre e 28

Figura 4 - Avaliacdo microscopica do teste de compatibilidade em cdes. A- Aglutinacdo
positiva vista antes de corar (40x), B- presenca de Rouleaux indicando compatibilidade depois

de corada com PANOLICO (A0X). .iveeireieeiieiie ettt te et e e e et e e e sreenneenee e 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Distribuicdo das duplas (receptor e doador), raca e hematdcrito dos cdes utilizados

para o teste de compatibilidade sanguiNea iN VItro..........cccoovveiiiiiii i 25

Tabela 2 - Resultado obtido do teste de compatibilidade sanguinea entre as duplas (receptor e

doador) Nas Provas MAIOK € MENOK. ........ueiueeeeieerteaieseesteeeesreesteaaessessseessesseesseesseaseesseessesseens 26



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% - Porcentagem

pL- Microlitro

DEA- Dog Erythrocyte Antigens

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

IFPB — Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba

Kg - Quilograma

mL — Mililitro

mm — Milimetro

°C - Grau(s) Celsius

RPM — Rotagdo por minuto

SRD - Sem Raga Definida
Ht — Hematdcrito

LACVET - Laboratoério de Analises Clinicas Veterinaria



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ..ottt sttt n s 13
2. FUNDAMENTACAO TEORICA .....oooeeeeeeeeeeeeee e 14
2.1, TransSfuSE0 SANQUINEA ........coveiiiiriiieii e ettt 15
2.2. DOAUOIES. .....eouietieie ittt bbb bbbt b bbb a bbbt enes 16
2.3.Grup0S SANQUINEOS. .....cuvrveiirieieiieieiesie e Erro! Indicador ndo definido.
2.4.ReaG0ES TranSTUSIONAIS. .......uiviieieieite ittt 19
2.5.Prova de compatibilidade SangUINea...........cccccveiieiic i 20
3. MATERIAL E METODOS.......coiiiiiiineieisissies e ssassssse s ssassssssessessnes 22
3.1. Area eXPEriMENTAl .......c..c.ovveveeveeercee ettt 22
I o] (=1 7 Wo (IS T: g o U1 OO 22
3.3. Teste da compatibilidade SANQUINEA...........ccccoieiiiiiiice e 22
3.4. Andlises estatisticas doS dadOsS ..o 23
3.5, PrINCIPIOS ELICOS .......vviieieeieeeeeeses ettt ettt sttt 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..o ee s e 24
5. CONSIDERAGCOES FINAIS......cooiooeeeeteeeeeeeeeeee et ses s 30

B. REFERENCIAS.........oooiietieeeeeetete ettt 31



13

1. INTRODUCAO

A terapia transfusional tem obtido grande avanco nas ultimas décadas (MORRISSEY,
2000; LANEVSCHI & WARDROP, 2001), sendo a ferramenta mais empregada para dar
suporte emergencial em animais com anemia grave (TOCCI, 2010). Esse método € utilizado
como suporte terapéutico fazendo com que a volemia atinja niveis normais, evitando danos
aos orgaos vitais e consequente morte do animal por hipoxia grave (HOHENHAUS, 2000;
LANG, 2008; TOCCI, 2010).

Os cdes com hematdcrito menor ou igual a 15% devem recorrer a hemoterapia
(HOHENHAUS, 2004; ANDRADE, 2008), como também, nos casos em que a anemia €é
aguda e esse valor dimminui rapidamente para 20% devido a exacerbacdo dos sinais clinicos
(BISTNER & FORD, 1996; PEREIRA, 2001). Contudo, o hematdcrito ndo deve ser usado
como Unico critério de avaliacdo, o animal deve ser avaliado juntamente com seu estado fisico
e com 0s outros parametros clinicos e laboratoriais que inclui taquicardia, taquipnéia,
mucosas palidas, dosagem de hemoglobina, tempo de preenchimento capilar, histérico de
hemorragia ou hemolise, para assim, determinar a necessidade de se fazer uma transfusdo
(PEREIRA & RAMALHO, 2001; HOHENHAUS, 2010; SILVESTRINI et al., 2011).

Na medicina veterinaria a pratica de transfusdo sanguinea esta cada vez mais frequente,
aumentando consideravelmente o interesse pela area devido ao numero de animais com a
necessidade do procedimento, como também pelo aumento de bancos de sangue veterinario
(CALLAN, 2010; TOCCI, 2010). Com isso, varios estudos estdo contribuindo para aumentar
a seguranca desse suporte terapéutico, que tem obtido resultados positivos em pequenos
animais (HANSEN, 2006; ROUX et al., 2008; TOCCI & EWING, 2009) por ser uma forma
simples de transplante, onde o sangue total ou os hemocomponentes do sangue do doador é
transferido para animal receptor. Contudo, existem riscos associados a esse procedimento
terapéutico, destacando-se como a maior contraindicacdo a incompatibilidade sanguinea, por
isso, deve-se estabelecer normas pré-transfusionais para essa pratica ser conduzida da forma
correta (LEMOS et al., 2010; CARIELI et al., 2015).

Comumente ndo sdo realizados testes prévios nos cdes, por ser considerado que néo
ocorrem reagdes incompativeis na primeira transfusdo, entretanto, os cdes apresentam varios
tipos sanguineos que séo identificados pela sigla DEA. Séo reconhecidos sete grupos: DEA 1
(1.1e1.2) DEA 3, DEA 4, DEA 5, DEA 6, DEA 7 e DEA 8 e todos tem o potencial de causar
reacgOes, sendo uns mais relevantes que outros (LEMOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2011).

De acordo com Brown e Vap (2006), quando que se pretende realizar uma hemoterapia é

recomendado proceder a tipificacdo do sangue e/ou teste de compatibilidade sanguinea, para
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assim evitar reagc0es adversas que geram graves consequéncias para o animal. Uma das
principais reacbes ao administrar sangue incompativel, é a hemolise, onde ocorre a
diminuicdo da sobrevida das hemacias transfundidas, resultando na ineficacia do transplante
podendo levar o animal ao obito (TOCCI, 2010; CASARI, 2012). Por isso, torna-se de
grande importancia os testes de triagem mesmo na primeira transfuséo (GIBSON, 2007).

Ferreira et al. (2011), afirmam que por ndo apresentarem anticorpos naturais, os caes que
sdo primariamente transfundidos ndo manifestam clinicamente os sinais de reacOes
imunoldgicas graves, mas depois de alguns dias podem vir a apresentar reacdo com
consequente diminuigdo da meia vida dos eritrocitos transfundidos (reacBes transfusionais
tardias). Na segunda transfusdo, o animal tem formado anticorpos e com isso a reacdo é aguda
e hemolitica grave, sendo indispensavel atestar previamente (GOMES, 2008). Na maioria das
vezes, quando feito a transfusdo, ndo tem o monitoramento do animal para saber se ha
existéncia de algum tipo de reacdo ou ndo (PRITTIE, 2003; MORIKAWA, 2010). Dessa
forma, € necessario avaliar essa incompatibilidade antes do procedimento e posteriormente
fazer o monitoramento, sendo indispensavel para evitar e tentar anular qualquer tipo de
reacdo, assegurando ao maximo a saude do animal, para que o progndstico seja 0 mais
confidvel possivel (GIBSON, 2007; MORIKAWA, 2010).

No Brasil, ndo é muito utilizado o teste de tipificacdo sanguinea em cées, por ser um teste
que demanda altos custos, tanto pelo material utilizado, como pela dificil importacdo. Com
isso, evidencia-se a importancia do teste de compatibilidade sanguinea ou também chamada
prova cruzada, que é realizado de forma rapida, prética, e acessivel, avaliando a relacéo entre
0 sangue do doador e do receptor (PEREIRA & RAMALHO, 2001; PEREIRA, 2007).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Transfusdo sanguinea

A terapia transfusional é uma ferramenta de carater emergencial que visa suprir as
necessidades fisiologicas do animal para que seja possivel o tratamento e recuperacdo do
paciente. E também chamada de hemoterapia, pois para realizacdo deste método € utilizado o
sangue ou algum dos seus componentes (OLIVEIRA, 2009; SILVA, 2009). Dentre as causas
de disfuncbes sanguineas, destaca-se a anemia, sendo essa a mais frequente, constituindo o
principal motivo para realizacdo de uma transfusdo no animal (GIGER, 2010; HELM et. al.,
2010). A anemia e definida pela diminuicdo do hematdcrito e da hemoglobina circulante,
prejudicando o transporte de oxigénio, sendo caracterizada pela presenca de mucosas palidas,
indisposicdo, cansaco, perda do apetite, necessitando uma terapéutica especifica
(MORAILLON et al., 2013). Outras manifestacGes clinicas como a grande perda de sangue
em traumas, choque, intervencdes cirdrgicas cruentas e prolongadas, sdo indicativas desse
procedimento, sendo necessaria como parte da terapia (FANTONI et. al., 2009).

Na medicina veterinaria, a transfusdo sanguinea tem alcancado cada vez mais espaco
dentro de hospitais e clinicas veterinarias, considerando o elevado nimero de pacientes que
apresentam perdas sanguineas severas e com isso vem ganhando espaco, sendo considerado o
procedimento de escolha para disfuncdes sanguineas graves (BARRETO, 2009; OLIVEIRA,
2009; SILVA, 2009). O uso deste suporte terapéutico tem por objetivo reestabelecer o aporte
de oxigénio para os tecidos, restaurando a homeostase, minimizando o risco de morte,
contribuindo efetivamente para recuperacdo do paciente (PRITTIE, 2010).

Para obter-se resultados positivos, o procedimento de hemoterapia deve dispor de
técnicas e procedimentos corretos. O periodo de infusdo do sangue ndo deve exceder o tempo
de quatro horas e durante a esse processo nao deve ser administrado fluidoterapia ou
medicamento juntamente com o sangue a ser transfundido (BROWN & VAP, 2007).

De acordo com Hohenhaus (2012), no Brasil os animais que sédo submetidos a transfuséo
sanguinea na maioria das vezes sao transfundidos com sangue total, iSso ocorre por ser um
método mais acessivel comparado com a separacdo dos outros hemocomponentes, que gera
um alto custo e méo de obra especializada para fracionamento do sangue. O sangue total pode
ser transfundido fresco ou refrigerado (HOHENHAUS, 2004), é considerado fresco quando
processado ha menos de oito horas e tem a vantagem de preservar todos 0s hemocomponentes
(HANSEN, 2006; CALLAN, 2010). No caso do sangue refrigerado, quando processado ap0s

oito horas ocorre a queda das plaquetas e dos fatores de coagulagdo, com isso torna invidvel a
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transfusdo desse sangue em pacientes com trombocitopenia e casos de coagulopatias, sendo
de escolha o sangue fresco (CHIARAMONTE, 2004).

O fracionamento de uma bolsa de sangue total proporciona varios hemocompoentes
diferentes, destacando-se o concentrado de hemacias, concentrado de plaquetas, plasma fresco
congelado e criopreciptado (SAKUMA et al., 2011). Esse método é realizado através da
centrifugacdo ou congelamento, e seu uso estabelece uma relagcdo positiva na terapéutica
transfusional, atendendo a demanda de cada caso e fazendo com que reduza a exposi¢do
desnecessaria a componentes sanguineos, com consequente diminuicao de reacdes no paciente
(CHIARAMONTE, 2004).

As hemacias transfundidas nos animais possuem tempo de sobrevida menor quando
comparado as hemécias autdlogas. Os eritrocitos dos cédes tem vida média de 100 a 115 dias
(FELDMAN et al., 2000), e em hemacias transfundidas o tempo de vida é de 21 dias nos cées
(HARVEY, 2001; COUTO, 2003). Quando o paciente é transfundido com sangue
incompativel, podem ocorrer rea¢des hemoliticas, e a meia-vida desses eritrocitos
incompativeis cai para aproximadamente 12 horas (CALLANN et al., 1995). Quando
realizada a transfusdo, o paciente deve ter um acompanhamento para avaliar se o
procedimento foi viavel. Ap6s 24 horas do procedimento, pode ser observado o aumento do
hematocrito, sendo vidveis 75% das heméacias que foram transfundidas, garantindo assim a
eficacia da transfusdo (WARDRORP et al., 1998, LOPES et al., 2017).

A transfusdo sanguinea é uma terapéutica que salva vidas, mas também pode trazer
alguns riscos ao paciente, e esses fatores estdo associados principalmente a incompatibilidade
do sangue do doador para o receptor (HOHENHAUS, 2000; THRALL, 2007).

2.2. Doadores

Para realizacdo da transfusdo sanguinea, uma rigorosa selecdo é feita para 0s caes
doadores, para isso, sdo adotados varios critérios para reduzir ao maximo as reacoes e obter
sucesso em um procedimento transfusional (LEMOS et al., 2010; SANTOS et al., 2015).
Estes devem passar por uma triagem para avaliar seu estado fisico, como também serem
realizados exames hematoldgicos e averiguar possiveis patologias infecciosas como as
hemoparasitoses. O doador deve ser isento de doencas crbnicas e ndo estar tomando
medicacao para assim, assegurar a terapia (WARDROP et al., 2005). E indicado que o animal
ndo tenha recebido transfusdo sanguinea anteriormente e que no caso de fémeas, ndo estejam
prenhes (ANDRADE, 2008).
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Deve ter faixa etaria entre um a oito anos, apresentar temperamento docil, higidez, ser
imunizado, apresentar peso no minimo de 25 kg, sendo ideal que o hematdcrito esteja acima
de 40% (BABO, 1998; WARDROP, 2001). O valor sanguineo que o cdo pode doar é de 15 a
20%, sendo o maximo a ser doado 16 a 18 ml/kg estimado pela seguinte formula
(GONZALEZ & SILVA, 2008; CERONI, 2008):

Volume sanguineo estimado (Litros) = 0,08 — 0,09 x peso (Kg)

Para coleta de sangue, deve ser feita toda assepsia do local, sendo 0 acesso venoso mais
utilizado a veia jugular. E necessario preservar a salide e o bem estar do animal doador, com
constante monitoracdo durante a coleta, observando se ha alguma alteragdo no
comportamento para que a transfusdo seja concluida (GONZALEZ & SILVA, 2008). A
quantidade de sangue que o animal pode doar é de 450 mL, e esse procedimento pode ser
repetido a cada trés a quatro semanas, Vvisto que os caes demoram aproximadamente um més
para recuperar a quantidade normal de hemécias (TRENT, 2010; HELM & KNOTTENBELT,
2010).

2.3. Grupos Sanguineos

A descoberta dos grupos sanguineos na medicina veterinaria teve inicio nos anos 90
guando aumentou o interesse por um procedimento transfusional mais seguro
(CASTELLANOS et al., 2004). Os grupos sanguineos sao identificados através da tipagem
sanguinea. Nesse teste, sdo encontrados antigenos presentes nos eritrocitos dos doadores e
receptores através do plasma/ soro dos pacientes. E avaliado a semelhanca dos mesmos,
associando com o seu potencial antigénico (HOHENHAUS, 2004). Ndo é comumente
utilizado na medicina veterinaria, por ser um método de alto custo que necessita de reagentes
de dificil obtencdo, por isso é escasso nas clinicas e hospitais veterinarios (MORRISSEY,
2000). Contudo, quando possivel esse teste deve ser realizado antes da transfusdo sanguinea
(LANEVSCHI & WARDROP, 2001; GIBSON, 2007; BROWN & VAP, 2015).

Quando realizado, nédo elimina a possibilidade completa de reagdo cruzada, pois podem
existir anticorpos contra os antigenos que ndo foram descritos na literatura, por isso é
recomendado fazer a prova de compatibilidade para garantir maior seguranga ao
procedimento, associando ambos os testes (GIGER, 2009; MARQUES, 2010).

As hemécias possuem na sua superficie de membrana antigenos préprios, classificados
em grupos. Sdo descritos mais de 20 grupos sanguineos de cdes, sendo reconhecido

atualmente apenas sete. Esses grupos sdo identificados com a sigla DEA (Dog Erythrocyte
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Antigens) que se referem aos antigenos eritrocitarios caninos (BLAIS et al., 2007). Os cées
podem apresentar ou ndo os antigenos e sdo seguidos pelos nUmeros: DEA 1 (1.1 e 1.2), DEA
3, DEA 4, DEA 5, DEA 6, DEA 7 e DEA 8 podendo ser positivos ou negativos (LEMOS et
al., 2010; BROWN & VAP, 2015).

Dentre esses antigenos, existem alguns que sdo mais relevantes e outros de menor
importancia em relacdo a terapia transfusional (BROWN & VAP, 2015). O DEA 1.1, DEA
1.2 e 0 DEA 7 séo considerados os tipos com potencial mais antigénico por ocasionar rea¢oes
mais severas quando comparada aos outros, sendo esses respectivamente 0s de maior
importancia clinica (NOVAIS, 1999). O DEA 1.1 destaca-se por ser o tipo sanguineo canino
mais imunogénico causando reacdes graves nos caes, enquanto que o grupo DEA 1.2 causa
reacOes mais brandas (FERREIRA et al., 2011), ja estudos relacionados ao DEA 7 relatam a
possibilidade desse grupo apresentar anticorpos naturais, mas que ndo sdo capazes de
ocasionar reacbes hemoliticas em cdes ndo sensibilizados, reagindo apenas em baixas
temperaturas (GIGER et al., 1995; HALE, 1995). E em animais quando antes transfundido,
ocorre reacdo hemolitica grave (ANDREWS, 2000). O grupo DEA 3 esta relacionado por
apresentar anticorpos naturais, tendo uma porcentagem de 20% e o DEA 5 cerca de 10% nos
cées néo transfundidos (ANDREWS, 2000).

Contudo todos os outros grupos tem capacidade de causar reagdes, sendo uns mais
relevantes que outros, por essa razao, quando ha incompatibilidade sanguinea entre os animais
podem ocorrer reacdes mais brandas e tardias (LEMOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2011).
E importante destacar que os cies possuem uma caracteristica de expressar mais de um tipo
sanguineo, assim, apresentam mais de um antigeno, contudo, ndo ha dominancia de nenhum
(FELDMAN, 2007; MARTINS, 2011).

O tipo sanguineo de menor antigenicidade é o DEA 4, que é de alta prevaléncia nos caes,
sendo de 98% e sdo considerados por alguns autores como “doadores universais” por levar
em consideracdo alguns estudos onde animais mesmo positivos para esse tipo sanguineo
doando sangue para animais DEA 4 negativo ndo provocaram quadros de reac6es hemoliticas
(HOHENHAUS, 2000; HOHENHAUS, 2004; HALE, 1995; LANEVSCHI & WARDROP,
2001) mas, em estudos recentes ja foi relatado reacGes hemoliticas em cdes com tipo
sanguineo DEA 4 positivo transfundido com DEA 4 negativo (MELZER et al ., 2003).

Existe outro grupo atualmente reconhecido, entretanto pouco estudado que é o Dal
(BLAIS et al., 2007) que foi encontrado em cdes da raga Dalmata e também em cées de outras
ragas, no entanto recomenda-se mais estudos para questionar a importancia desse grupo no

que se refere a sua imunogenicidade (KESSLER et al., 2010).
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O conhecimento da prevaléncia dos grupos sanguineos dos cdes é de grande importancia
para realizar praticas mais seguras. No Brasil, a prevaléncia do tipo sanguineo DEA 3, DEA 5
e DEA 7 sdo relativamente baixas segundo Ejima et al., (1986) sendo confirmado por um
estudo de Esteves (2008). O grupo DEA 1 possui alta prevaléncia, sendo de 91,3 %
encontrado nos cdes (NOVAIS et al., 1999). No entanto, a exposicao inicial com o sangue néo
acarreta, na maioria dos casos, uma incompatibilidade sanguinea, visto que os caes tém baixos
anticorpos de ocorréncia natural, e devido a isso essa reacdo mostra-se mais comum em
animais submetidos a uma segunda transfusdo, apresentando reacdo hemolitica aguda
imediata (GORDON & PENEDO, 2010; NOVAIS et al., 1999).  Contudo, alguns animais
podem apresentar reacdes graves e por isso € necessario tipificar o doador e o receptor na
primeira transfusdo pelo menos contra 0 DEA 1.1 que é o0 mais antigénico (FERREIRA et al.,
2011).

2.4. Reacdes Transfusionais

Vérias sdo as reacfes que podem ocorrer durante ou apos a transfusdo. Podem ser
encontradas reacGes imediatas, que sdo aquelas que ocorrem em até 24 horas apés a terapia
transfusional ou reacdes retardadas que podem acontecer dias, semanas e até meses depois,
sendo imunomediadas ou ndo (LANEVSCHI &WARDROP, 2001; CASARI, 2012). Sé&o
relatadas diferentes porcentagens de reacdes transfusionais em caes 3%, 3,3% até 13%
(KERL & HOHENHAUS, 1993; CALLAN et al., 1996; HARRELL, PARROW &
KRISTENSEN, 1997).

Uma das reacdes imunomediadas imediatas é a hemolise aguda, ocorrendo a destruicéo
dos eritrocitos transfundidos, sendo essa considerada rara em cdes na primeira transfusdo.
Essa reacdo é evidenciada pelo aparecimento de taquicardia, apneia, depressdo, sinais de
choque, sialorréia, podendo apresentar hemoglobindria e hemoglobulinemia durante ou ap6s o
procedimento (BRACKER & DRELLICH, 2005). Outra reacdo imunomediada imediata
considerada importante é a reagdo alérgica, manifestando no animal prurido, urticéria,
eritema, que sdo manifestacbes auto-limitantes, mas, em alguns casos 0s animais podem
apresentar complicagOes, apresentando vOmitos, diarreia, reagfes anafilaticas, hipotenséo e
broncoconstricdo (BRACKER & DRELLICH, 2005; CASARI, 2012).

J& as reacGes imunomediadas tardias que podem ocorrer no paciente é a hemolise, ndo
aparecendo sinais clinicos agudos, mas ocorre a diminui¢cdo da vida eritrocitaria causando
anemia, sinais de petéquias, equimoses com rapida diminuicdo no hematdcrito, bilirrubinuria
e bilirrubinemia associadas (TAFFAREL & CUNHA, 2003; BARRETO, 2009).
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J& as reagBes ndo imunes imediatas sdo as coagulopatias, sepse, embolia, hipocalcemia,
hipotermia. As consideradas ndo imunes tardias sdo as que transmitem doengas quando 0
sangue transfundido é contaminado com virus, bactérias ou hemoparasitas (WEINSTEIN,
2010).

Os sinais clinicos considerados mais comuns em pacientes transfundidos, é a febre ndo
hemolitica que ocorre 0 aumento da temperatura corporea em mais de 1°C e a reagdo alérgica
classificada como reacdo de hipersensibilidade tipo 11, ocorrendo durante ou ap6s a transfusdo
(CHIARAMONTE, 2004; BRACKER & DRELLICH, 2005; TOCCI, 2010). De acordo com
Weinstein (2010) esses achados correspondem 60% a 90% dos pacientes. Varios cuidados
s80 necessarios para prevenir reacdes antes, durante e ap0s a terapia. Durante o procedimento
0 paciente deve ser acompanhado para avaliar seu estado geral, aferindo constantemente os
parametros, como a frequéncia cardiaca e respiratéria, e a temperatura corporea
(REICHMANN & DEARO, 2001). Inicialmente a transfusdo deve ser lenta e aumentar
gradualmente para observar qualquer alteracdo que indique uma reagdo, ndo ultrapassando o
limite de quatro horas (COLLATQOS, 1997). Se for necessaria a rapida administracdo do
produto, deve ter o cuidado em administrar antes da terapia anti-histaminicos e
corticosteroides para minimizar algum tipo de reacdo (LOPES, 2007).

Quando forem observadas reacdes no paciente, deve ser rapidamente interrompida a
transfusdo e realizar o suporte terapéutico como fluidoterapia, terapia imunossupressora para

reverter todos os sinais apresentados pelo receptor (GIGER et al., 1995).

2.5. Prova de compatibilidade sanguinea

A prova de reacdo cruzada € o exame realizado para detectar, in vitro, anticorpos
especificos pré-formados contra os antigenos do doador. Pode ser realizado manualmente
como também utilizando Kits comerciais. Para realizacdo desse teste manualmente é
necessario materiais basicos de um laboratorio como uma centrifuga, microscopio éptico,
pipetas, tubos eppendorf e tubos com EDTA (BROWN & VAP, 2006; TRENT, 2010). E um
teste rapido, simples de ser realizado, de baixo custo e que fornece informacdes
indispensaveis para a rotina clinica (REID & WESTHOFF, 2003).

A prova de reacdo cruzada ndo reconhece o grupo sanguineo dos animais, tem como
objetivo identificar incompatibilidades sorologicas de anticorpos pré-formados contra
antigenos do doador (NOVAIS, 2003). Quando verificada a incompatibilidade do sangue do
doador com o receptor, € detectada a ocorréncia de niveis significativos de anticorpos contra

0s antigenos eritrocitarios, com a formacdo de hemoaglutinacdo (formacdo de grumos) ou
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hemolise, atestando a reacdo adversa. Entretanto, quando ha inexisténcia desses fatores ou
sendo vista a formagdo de rouleaux caracteriza um bom resultado, sendo significativo de
compatibilidade sanguinea. Dessa maneira, utilizando-se desse recurso obtém-se um resultado
satisfatorio para o paciente, reduzindo possiveis reacfes transfusionais indesejaveis
(KIRSTENSEN et al., 1995; LANEVSCHI et al., 2001; REBECCA et al, 2010).

E importante ressaltar que o teste avalia somente a presenca de anticorpos contra 0s
eritrocitos, por isso mesmo o resultado sendo negativo na reacao cruzada pode ocorrer reacoes
transfusionais imunomediadas em decorréncia de ndo atestar os leucécitos e plaquetas
(HOHENHAUS, 2000) através da leucorreducao e separacdo dos hemocomponentes (GIGER
et al., 1995) Neste sentido, Hohenhaus (2004) afirma que mesmo realizando os dois testes,
tanto o tipagem sanguinea, quanto o de reacdo cruzada o paciente ainda pode apresentar
reacOes indesejaveis, mas € comum que parte dos profissionais ndo identificam e ndo
informam reacOes apresentadas pelos pacientes transfundidos por ndo reconhecer ou pela
auséncia do acompanhamento apos a transfusao.

Quando € detectado anticorpo no plasma do receptor contra as heméacias do doador é
denominado prova cruzada maior (primaria), sendo de grande relevancia esse fato por ocorrer
destruicdo dos eritrécitos transfundidos. Entretanto, quando hé anticorpo no plasma do doador
contra os do receptor € denominado de prova cruzada menor (secundaria) sendo essa menos
grave, devido ao volume sanguineo do receptor ser maior (KRISTENSEN et al., 1995;
FELDMAN, 1997).

Um teste considerado compativel é quando macroscopicamente ndao ha formacéo de
coagulos, e quando visto microscopicamente nao tem desenvolvimento de “grumos”. O
paciente ndo apresenta reducdo do hematocrito, e nem ha diminuicdo da meia vida
eritrocitaria (MOLLISON et al., 1979).
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada com 20 cées, independente do sexo ou raga, nunca antes
transfundidos, de grupos sanguineos desconhecidos, com faixa etaria entre um a oito anos.
Previamente ao teste de prova cruzada, foi verificado o hematocrito dos animais, visto que o
teste foi somente in vitro. Foram selecionados os cées que obtiveram maior hematocrito entre
as duplas (doador e receptor) para serem os doadores. A cada dois animais, 0s cédes foram
avaliados como receptor e como doador atraves da prova da reacdo cruzada maior e reacdo

cruzada menor, totalizando 20 testes.

3.1. Area experimental

O trabalho foi desenvolvido no Hospital Veterinario do Instituto Federal da Paraiba,
Campus Sousa. Os animais foram provenientes do atendimento na rotina clinica do Hospital
Veterinario e escolhidos aleatoriamente, onde foi realizada a triagem dos cdes no ambulatério
da Clinica Médica de pequenos animais e posteriormente as analises da compatibilidade
sanguinea realizadas no laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria.

3.2. Coleta de Sangue

A coleta de sangue foi feita com auxilio de seringas plasticas de cinco mL, sendo
coletado 3 mL de cada animal, agulhas (0.7x25mm), e tubo contendo anticoagulante Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), através da puncao das veias cefalicas, veias safena ou
jugular.

3.3. Teste da compatibilidade sanguinea

Para o teste de reacdo cruzada foi realizada duas provas, a prova cruzada maior (primaria)
e prova cruzada menor (secundaria). Varios procedimentos foram descritos na literatura, mas
com variagdes minimas (ETTINGER & FELDMAN, 2014). Nesse estudo foi seguido a
metodologia descrita por Gongalves et al. (2006) e também é o mesmo protocolo usado no
Laboratorio de Analises Clinicas Veterinaria da UFRGS ( LACVET).

As amostras de sangue foram submetidas a centrifugacdo para separacdo entre plasma e
a concentracdo de hemacias (3.000 rpm por 10 minutos), em seguida, o plasma de cada
amostra colocado em outro tubo devidamente identificado. Para a papa de hemacias foi
adicionado ao tubo dez volumes de solugdo salina a 0,9 %, na amostra e em seguida
homogeneizada e novamente centrifugada para haver a separagdo entre heméacias e o

sobrenadante. Essa lavagem com solucdo salina foi repetida trés vezes consecutivas. Apos a
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ultima lavagem procedeu-se a suspensdo de 5%, acrescentando 0,05mL de papa de hemacias
em 0,1 mL de solucéo salina.

Para realizacdo da reacdo cruzada maior foi usado 50 uL de hemacias do doador e 100uL
do plasma do receptor e para a prova de reagdo cruzada menor é utilizado 50uLde hemécias
do receptor, mais 100uL do plasma do doador. Foi preparada a amostra controle adotando os
mesmos procedimentos, misturando as hemacias do doador com seu proprio soro, sendo feito
0 mesmo com o receptor. As amostras permaneceram em temperatura ambiente durante 15
minutos e sendo mais 15 minutos no banho maria a 37°C e novamente centrifugadas. Desse
modo, foi avaliada macroscopicamente as amostras e microscopicamente tanto nas laminas
antes de corar, como também coradas pelo panotico para verificar a existéncia ou auséncia de

compatibilidade sanguinea.

3.4. Analises estatisticas dos dados
Os dados foram tabulados através do programa Microsoft Office Excel® 2010 e a

avaliacdo dos dados obtidos foi do tipo analise descritiva.

3.5. Principios Eticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-IFPB) sob o
protocolo 23000.000259.2018-93. Foram respeitadas, todas as leis que regem procedimentos
cientificos em animais. Os proprietarios dos animais do estudo foram informados da
metodologia do trabalho e concordaram voluntariamente, assinando o termo de livre

esclarecido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de compatibilidade sanguinea utilizado foi eficiente para identificar possiveis
reacOes incompativeis in vitro. O procedimento total teve em média a duracdo de 50 minutos
verificando que é um teste rapido, de facil realizacdo, acessivel quando comparado ao de
tipagem sanguinea. Neste estudo verificou-se que duas a cada 10 duplas (20%) das amostras
apresentaram alteracdo, dos quais 10% apresentaram hemolise quando  visto
macroscopicamente, tanto na prova maior, quanto na prova menor, e 10% das amostras foi
observado na prova menor macroscopicamente a aglutinacéo, sendo esse fato confirmado na
microscopia evidenciando formacdo de grumos, comprovando a incompatibilidade sanguinea
in vitro.

Em relacdo as outras amostras de sangue estudadas, ndo foi evidenciado a presenca de
hemolise e de aglutinacdo. Na avaliacdo microscopica observou-se 0 aparecimento de
rouleaux, que conforme relatado por Rebecca et al. (2010) confirma a compatibilidade

sanguinea no teste.

Esses resultados corroboram com os achados na literatura, sendo os resultados obtidos
semelhantes aqueles descritos por Goncalves et al. (2006) onde os cdes devido a baixa
ocorréncia de aloanticorpos apresentam uma porcentagem significativamente maior de
compatibilidade sanguinea no teste de reacdo cruzada comparado com a incompatibilidade.
Mas, que existe a ocorréncia consideravel de reacdes incompativeis in vitro, e a severidade
dessa reacdo vai depender da titulacdo de anticorpos presente no paciente. Os outros animais
ainda que ndo apresentaram incompatibilidade na prova cruzada, quando realizado um
procedimento de transfusdo in vivo, podem ocorrer reacdes durante ou apés a transfusao, pois
vao ser formados novos anticorpos e com isso podem ocasionar alguma reacao indesejada no

paciente receptor.

Na Tabela 1 pode-se observar a distribuicdo das ragas dos animais que foram estudados,
e 0s respectivos resultados do hematocrito selecionando de cada dupla o que apresentou o

maior resultado foi considerado o doador no teste in vitro.
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Tabela 1 — Distribuicdo das duplas (receptor e doador), raca e hematocrito dos cées utilizados
para o teste de compatibilidade sanguinea in vitro.

N° animais Doadores (Raga/Ht) Receptores (Raca/Ht)
Dupla 1 SRD 35% SRD 30%
Dupla 2 SRD 29% SRD 26%
Dupla 3 Pastor Alemao 42% Rottwaller 28%
Dupla 4 SRD 38% Poodle 35%
Dupla 5 Pastor Alemdo 48% Poodle 28%
Dupla 6 SRD 36% SRD 30%
Dupla 7 SRD 49% Poodle 32%
Dupla 8 Sharpei 41% Poodle 40%
Dupla 9 SRD 39% SRD 29%

Dupla 10 SRD 42% Poodle 20%

Os resultados da pesquisa mostraram que as duplas de cées que eram de raga nao
apresentaram incompatibilidade nos testes, enquanto que os resultados positivos foram com
0s cdes mesticos. Partindo desse principio, estudo realizado por Esteves et al. (2011) indica
que cdes da raca Pastor alemdo podem ser considerados bons doadores por encontrar uma
prevaléncia de 68% negativo para o grupo DEA 1. Por outro lado, os cées sem raca definida
foi os que obtiveram a incompatibilidade no teste, confirmando na literatura, onde uma
frequéncia alta do tipo sanguineo DEA 1 é encontrada em cdes mesticos, sua presenca varia
de acordo com a regido estudada e a raca dos cdes (NOVAIS, 1996).

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no teste de reacéo cruzada, onde foi evidenciado
hemolise em uma dupla quando visto macroscopicamente. No teste de reacdo cruzada o
sobrenadante deve se apresentar limpido e as hemacias sedimentadas, permanecendo no
precipitado. Quando ha hemolise, a hemoglobina é liberada no sobrenadante, por possuir um
peso inferior ao das hemacias e apresentar o sobrenadante avermelhado como apresentado na
figura 2. Partindo desse principio, 0 sangue dos pacientes é considerado incompativel
(CANAL, 2004).
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Tabela 2 - Resultado obtido do teste de compatibilidade sanguinea entre as duplas (receptor e
doador) nas provas maior e menor.

Animais Prova Maior Prova Menor

Dupla 1 - -
Dupla 2 - -
Dupla 3 - -
Dupla 4 Hemolise Hemodlise
Dupla 5 - -
Dupla 6 - -
Dupla 7 - -
Dupla 8 - -
Dupla 9 - Aglutinacéo
Dupla 10 - -

Os grupos sanguineos apresentam caracteristicas importantes no que se refere a reacao
observada no teste. Os aloanticorpos do DEA 1.1 que é 0 mais imunogénico reagem mais na
forma de hemolisina, enquanto que no DEA 1.2 e o DEA 7 evidencia-se mais aglutininas
(GIGER et al.,, 1995). Portanto, provavelmente o animal doador/receptor da dupla 4

apresentava aloanticorpos DEA1.1.

Figura 1 - Amostra apresentando
hemélise no teste de reagdo cruzada na
prova maior e prova menor, detectando
incompatibilidade in vitro.

Ainda na tabela 2, foi evidenciada na prova menor depois de centrifugada a amostra, um

verdadeiro codgulo, como pode ser visto na Figura 2, mostrando que no doador existem
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anticorpos que atuam contra os eritrdcitos do receptor. Quando a amostra foi homogeneizada,
foi encontrada a formacdo de grumos, o que indica a incompatibilidade do sangue entre o

doador e o receptor.

Figura 2 - Formacdo de coagulo no teste de
compatibilidade sanguinea in vitro apos
incubacdo e centrifugacdo, indicando reagdo
positiva na prova menor.

Segundo alguns autores, a ocorréncia de aglutinagdo na prova menor geralmente é em
casos onde os doadores foram transfundidos anteriormente (GIGER & BLAIS, 2005; TOCCI
& EWING, 2009; BARFIELD & ADAMANTOS, 2011). Essa afirmacdo confronta os
resultados obtidos nesse estudo visto que todos os animais nunca foram transfundidos e ainda
assim houve (10%) incompatibilidade no teste de reacdo cruzada. Feldman & Sink, 2008
relatam que quando encontrado alteracdo na prova menor, esse fato considera-se importante

em casos onde se pretende transfundir plasma ou sangue total.

Na Figura 3, mostra como é nitido a diferenca entre amostras compativeis e
incompativeis. A imagem A demostra que na prova maior ndo foi encontrado alteragéo,
concluindo assim, que o receptor ndo tem anticorpos contra os eritrécitos do doador naquele
momento. Na imagem B é observada a aglutinacdo com a formacdo de grumos, que mesmo

com a homogeneizagdo da amostra ndo se desfaziam indicando a incompatibilidade no teste.
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Figura 3 — Teste de compatibilidade in vitro em cées. A- aspecto homogéneo apos ressuspensao das células na
prova maior, indicando resultado negativo. B- formagdo de grumos, indicando resultado positivo na prova
menor.

A incompatibilidade sanguinea é considerada a maior contraindicacdo para se realizar
uma terapia transfusional (CARIELI et al., 2015). Diante disso, o referido teste ndo é
realizado constantemente, por presumir que na primeira transfusdo a reacdo € nula em caes.
Segundo Gongalves et al. (2006) esse fato é contestado, onde foi realizado estudo e de 100
animais, 10% dos cdes, nunca transfundidos, acarretaram incompatibilidade sanguinea no
teste de reacdo cruzada.

As reacOes variam podendo ser severas, moderadas ou brandas (LANEVSCHI &
WARDROP, 2001). Vérios estudos relatam que devido as particularidades dos grupos
sanguineos dos cdes, ndo é frequente reacBes cruzadas severas quando ha incompatibilidade.
A presenca dessas reacgOes influencia diretamente na recuperacdo clinica do paciente
(GONCALVES et. al., 2006).

Quando visto na microscopia, a incompatibilidade é confirmada quando observada a
aglutinacdo intensa, que sdo identificadas por agregados de ceélulas, visto na Figura 4 na
imagem A. J& na imagem B ¢é observado a amostra compativel, quando aparece a formacéo de
Rouleaux que se apresentam na forma de moedas empilhadas, indicando compatibilidade
sanguinea, conforme descrito por REBECCA et al. (2010).



Figura 4 - Avaliagdo microscopica do teste de compatibilidade em cées. A- Aglutinacdo positiva vista antes de
corar (40x), B- presenca de Rouleaux indicando compatibilidade depois de corada com panético (40x).

O estudo desenvolvido por Lanevschi & Wardrop (2001) concluiram que no caso de céaes
primariamente transfundidos, o teste de reagdo cruzada tem uma baixa sensibilidade contra os
eritrocitos do doador, e é por isso que a maioria geralmente ndo apresenta aglutinacdo, mesmo
gue os animais ndo sejam compativeis. Para isso pode ser adicionado mais uma etapa no teste,
que ¢é utilizando o reagente Coombs especifico para cada espécie, que faz com que aumente a
sensibilidade da prova cruzada e permita uma maior seguranga no exame (ETTINGER &
FEDMAN, 2014).

Neste estudo, observou-se que 20% das amostras se mostraram incompativeis,
considerando um teste sensivel para avaliacdo prévia de animais candidatos a transfuséo, para

maior seguranca e sucesso no procedimento in vivo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O prova de compatibilidade sanguinea é um teste importante de ser realizado antes de
qualquer transfusdo, por ser rapido, de facil realizacdo, acessivel quando comparado ao de
tipagem sanguinea, e que essa técnica possibilita identificar reagdes cruzadas que podem
ocorrer, otimizando os beneficios do procedimento transfusdo, para prover hemacias que
durem mais tempo na circulagdo. Neste estudo houve incompatibilidade em 10% dos cées por
hemolise e 10% por aglutinacdo totalizando 20% de testes incompativeis, apesar de 0s

animais nunca antes transfundidos, destacando a importancia do teste prévio a transfuséo.
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