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Resumo

Introdugdo: sangue tipificado e compativel sdo pardmetros importantes para uma transfusdo sanguinea segura. Transfusdo realizada
apenas apods a prova de compatibilidade ndo garante igualdade de tipos sanguineos entre receptor e doador, devido ao fato da ndo
evidéncia de aloanticorpos naturais nos cdes contra os varios tipos sanguineos. O tipo AEC (Antigeno Eritrocitario Canino) 1.1, por
ser o mais imunogénico, causando sensibilizagdo em animais que ndo possuam esse tipo, apresenta relevancia pos-transfusional.
Objetivo: o estudo objetivou avaliar o perfil hematoldgico e bioquimico dos animais receptores de sangue AEC 1.1 positivo, através
de hemograma, dosagem de proteinas plasmaticas totais e dosagens séricas de creatinina e gama-glutamiltransferase, e monitorar a
presenca de aloanticorpos no periodo pos-transfusional através da prova de reagdo cruzada. Metodologia: cdes com tipo sanguineo
desconhecido foram submetidos a prova de reagdo cruzada e, a seguir, transfundidos com sangue AEC 1.1 positivo; prova de reagdo
cruzada e os testes laboratoriais foram avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28 pds-transfusdo. Resultados: no periodo avaliado, os animais
apresentaram indices normais de leucograma, plaquetas, proteinas plasmaticas totais, creatinina e gama-glutamiltransferase. A
média dos valores de eritrogramas estiveram abaixo da normalidade, enquanto as provas de reagdo cruzada apresentaram valores
progressivos a cada semana avaliada, evidenciando presenca de aloanticorpos ou autoanticorpos em alguns receptores. Conclusdo:
os parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados nos animais pds-transfundidos foram adequados independentemente do tipo
sanguineo do receptor ter sido igual ou ndo ao do doador. E a produgdo de aloanticorpos observada em alguns cdes ndo interferiu
em sua normalidade.

Palavras-chave: Aloanticorpos. Hematologia. Bioquimica. Transfusdo Sanguinea. Cdes.

Abstract

Background: the use of typified and compatible blood is important for a safe blood transfusion. However, when the transfusion is only
performed after the compatibility test, it does not guarantee equal blood types between receptor and donor, due to the fact that there
is no evidence of natural alloantibodies in dogs against the various blood types. The DEA (Dog Erythrocyte Antigen) 1.1 to be the most
immunogenic, causing sensitization in animals that do not have this kind, presents post-transfusion relevance. Objective: the study
aimed to evaluate the hematologic and biochemical profile of DEA 1.1 positive blood receptor animals through the complet blood count,
determination of total plasma proteins and serum levels of creatinine and gamma-glutamyltransferase, in the post-transfusion period
with DEA 1.1 positive blood through the crossmatching testing. And also aimed to observe and check the alloantibodies presence of
the receptors in the same periods by crossmatching testing. Methodology: typified blood bags in positive DEA 1.1 were destined for
transfusion in dogs with unknown blood type. Each receptor was subjected to crossmatching testing before transfusion and also in the
four weeks after transfusion. Andon days 7, 14, 21 and 28 post-transfusion laboratory tests were proceeded. Results: the erythrograms
had values below normal. The white cell counts were within the normal range, as well the platelets, the total plasma proteins, the
creatinine and the gamma-glutamyltransferase. The crossmatching testing had progressive values in each evaluated weeks howing
the presence of alloantibodies or autoantibodies in some receptors. Conclusion: the laboratory values of post-transfused animals
were adequate, regardless of blood type of the recipient have been equal or not to the donor. And the production of alloantibodies
observed in some dogs did not affect haematological and biochemical parameters evaluated in this study.
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A Medicina Transfusional tem papel importante na
clinica de pequenos animais, promovendo a homeostasia
por meio do uso do sangue total, ou, preferencialmen-
te, de seus hemocomponentes. Dentre seus objetivos,
encontra-se o restabelecimento da volemia, a reposicdo
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de proteinas hemostaticas, a oxigenagao tecidual, melho-
ra da atividade oncdtica, além da transferéncia passiva
de imunidade (REICHMANN; DEARO, 2001; BOCHIO et
al., 2010).

A transfusdo sanguinea é uma forma de transplante,
existindo portanto riscos associados aos seus procedi-
mentos (LEMOS et al., 2010). Uma rigorosa sele¢do de
doadores reduz ao maximo o risco de reagdes transfu-
sionais, e esta selecdo deve obedecer também a critérios
de seguranca para que animais doadores ndo venham a
sofrer efeitos deletérios da doagdo de sangue.

A praética segura das transfusGes sanguineas ganha
cada vez mais destaque atualmente, na Medicina Ve-
terindria, com o estabelecimento de normas pré-trans-
fusionais de triagem para os animais doadores, o que
representa uma tendéncia de padronizacdo da avaliacdo
pré-transfusional (TOCCI; EWING, 2009).

A indicagdo primdria para transfusdo de sangue é a
instabilidade hemodinamica causada por choque hemor-
ragico. No entanto, muitas transfusGes 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
saturacgdo de oxigénio do que para elevar o hematdcrito
(GILLISS; LOONEY; GROOPER; 2011).

O tratamento do paciente canino hemorragico en-
volve uma rapida iniciativa para a sobrevivéncia. Se o
animal encontra-se em choque hipovolémico, inicia-se a
estabilizagdo clinica, seguida da terapia anti-hemorragica.
A ressuscitacdo estd diretamente ligada a reposicdo de
sangue com a monitoragdo da restauracdo volémica final,
aporte de oxigénio e cessacdo da hemorragia. Um rapido
histdrico deve ser inquirido sobre doengas pré-existentes,
alguma exposicdo a toxinas, terapias medicamentosas
e em situacGes de hemorragia interna (cavitaria) que
submetam o paciente a procedimento cirurgico corretivo
imediato (BRAINARD, 2008).

Posner, Willcox e Suter (2013) recomendam que
um valor de hemoglobina menor que 7g/dL, um volume
globular menor que 20%, lactato crescente ou instabili-
dade da homeostasia sdo indicativos para se proceder a
transfusdo sanguinea.

Os cdes com volume globular abaixo de 20% podem
apresentar hipdéxia do miocardio e abaixo de 12% a
transfusdo ja se torna critica. Esses pacientes tendem a
apresentar sérias complicagdes circulatorias, respiratdrias
e metabdlicas, como resultado da anemia. Dentre as
manifestagdes clinicas do paciente que podem requerer
transfusdo sanguinea, tem-se a anemia aguda, o progres-
sivo decréscimo do volume globular, sinais clinicos de
anemia ao exame fisico, hipdxia, fraqueza e/ou adinamia,
taquicardia e sincope (SILVESTRINI et al., 2011).

E notdrio que, para uma transfusdo de sangue se-
gura, é importante que se faga uso do sangue tipificado
e compativel (DODDS, 2005). O reconhecimento dos
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tipos sanguineos na imuno-hematologia em diferentes
populagdes caninas de variadas racas tem sido estabele-
cido com vistas a manutenc¢do de um arquivo de dados
dos doadores (ESTEVES et al., 2011). Dentre os varios
tipos sanguineos caninos, o AEC (Antigeno Eritrocitério
Canino) 1.1 é o que apresenta papel mais relevante por
causa de sua altaimunogenicidade e prevaléncia mundial,
que oscila entre 10% e 100%. Ademais, os cdes ndo sdo
portadores de anticorpos naturais contrarios ao AEC 1.1
(ACIERNO; RAJ; GIGER, 2014).

No entanto, ha poucos estudos que relatem a monito-
racdo dos caes receptores de sangue, no que diz respeito
as respostas imunoldgicas quando eles recebem sangue
AEC 1.1, considerado o tipo sanguineo canino mais imu-
nogénico, mesmo tendo sido feita previamente a prova
de compatibilidade.

OBIJETIVOS

Avaliar o perfil hematoldgico e bioquimico dos
animais receptores de sangue do tipo AEC 1.1 positivo,
através dos exames de hemograma, proteinas plasmaticas
totais, gama-glutamiltransferase (yGT) e creatinina nos
dias 7, 14, 21 e 28 poés-transfuséo;

Monitorar a produgdo de aloanticorpos dos recepto-
res apods a transfusdo sanguinea.

MATERIAL E METODOS

O projeto recebeu aprovacdo 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). Os proprietarios dos animais
do estudo foram informados da metodologia do trabalho
e concordaram voluntariamente, assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Grupo de animais doadores

Foram utilizados 30 c3des, sendo 16 do sexo mascu-
lino e 14 do sexo feminino, que participam do programa
de doacdo de sangue para o banco de sangue da Clinica
Veterindria Diagnose Animal, em Salvador — BA. Esses
doadores, de diferentes racas, tinham idade média de 4,8
anos, apresentavam peso médio de 34,7 Kg. Todos eram
submetidos a exames clinico-laboratoriais para diagnds-
tico de erliquiose, babesiose, dirofilariose, brucelose e
leishmaniose, como preconiza o hemocentro veterinario.

Grupo de animais receptores

Com base em analise estatistica de margem de 95%
de confiabilidade na amostragem, o estudo foi realizado
com 33 cdes com indicacdo de transfusdo sanguinea, en-
caminhados a partir de clinicas veterinarias de Salvador.
Os animais receptores foram submetidos a verificacdo
de compatibilidade feita através da prova de reagdo
cruzada lenta em tubos e catalogados no momento do
internamento, tendo confirmadas indicagdo de transfusdo
sanguinea e condi¢do de recebé-la.
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Protocolo experimental

A tipificacdo sanguinea dos cdes doadores foi reali-
zada por técnica cromatografica através do kit comercial
Alvedia® (Limonest-Franca), seguindo a metodologia
fornecida pelo fabricante. Foram colocadas trés gotas da
solugdo tampao, seguidas de 3ulL de sangue total com
EDTA a 5% e, apos homogeneizagdo por sete segundos, as
amostras foram depositadas nas tiras e, assim, procedeu-
-se a evidenciacdo ou ndo de reagdo, seguida da leitura.

Amostras classificadas AEC 1.1 tiveram suas bolsas de
sangue total destinadas a transfusdo sanguinea no grupo
receptor, com tipos sanguineos desconhecidos.

Provas de reagao cruzada lenta em tubos

Antes da primeira transfusdo, os receptores foram
submetidos a prova de reac¢do cruzada lenta em tubo
com o doador AEC1.1 positivo, conforme descrito por
Lanevschi e Wardrop (2001), procedimento esse que se
repetiu nos dias 7, 14, 21 e 28 pds-transfusao.

Acompanhamento pds-transfusido

No ato de cada coleta semanal de sangue, realizou-
-se 0 hemograma, pela técnica de citometria de fluxo por
contagem automatica em analisador automatizado de
hematologia (Roche), seguido da leitura do diferencial de
leucdcitos em lamina. As avaliagOes bioquimicas das pro-
teinas plasmaticas totais e a determinacdo de creatinina e
gama-glutamiltransferase séricas foram realizadas através
do analisador automatico de quimica clinica (Roche).

RESULTADOS
Acompanhamento pés-transfusdo

Provas de reagao cruzada lenta em tubos

Os resultados foram baseados no grau de hemacias
precipitadas e classificadas segundo Gibson (2007), com
intensidade varidvel 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%). A Figura 1 apresenta resultados
das provas de reac¢do cruzada apds tratamento estatistico
do conjunto de dados obtidos, demonstrando a cinética
dos anticorpos evidenciados pela prova de reagdo cruzada
lenta no dia da transfusdo sanguinea e a cada sete dias
pos-transfuséo.

Figura 1 — Cinética da prova de reagdo cruzada lenta em tubos
(PRC) nos cdes submetidos a transfuséo sanguinea com sangue
AEC 1.1 positivo
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) com reati-
vidade das amostras classificadas por cruzes (B) (Pearson; p=0,011).

Fonte: Autoria propria.

O acompanhamento laboratorial serviu para avaliar
a resposta terapéutica frente as diversas patologias que
cada receptor apresentava no momento da transfusao.
Procurou-se verificar se as transfusdes de sangue com
tipo sanguineo diferente teriam comportamento hema-
toldgico e bioquimico alterado ou ndo. Todos os animais
do estudo, no momento da transfusdo, apresentavam
valores hematoldgicos indicativos para realizagao desse
procedimento terapéutico, com volume globular abaixo
de 20% e hemoglobina inferior a 7 g/dL.

Andlises de sangue total e plasmatica

Hemograma

Os hemogramas semanais avaliaram a manutengdo
das células transfundidas, bem como sua produgdo pelos
animais receptores. Os resultados globais dos 33 animais
do grupo sdo apresentados como média e desvio padrdo
na Tabela 1. A Figura 2 ilustra em graficos os parametros
dos hemogramas dos 33 animais nas 4 semanas avaliadas.
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Tabela 1 - Evolugdo do perfil hematoldgico pos-transfusdo sanguinea com o tipo AEC 1.1 positivo

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Hemacias (milhdes/dL) 3,624 £1,1888
9,358 +3,1080

23,818 +7,7478

Hemoglobina (g/dL)
Volume globular (%)
Leucdcitos (x10%dL) 12,079 +8,5814
Neutéfilos (x10¥dL) 10,047 +7,1478
Linfécitos (x10¥dL) 1,075 +0,9610

Plaquetas(x10%dL) 282,242 177,6667

3,833 £1,0376
9,891 +2,5833
25,061 +6,4804
12,076 +8,4986
10,330 £7,3354
0,822 +0,4342

302,394 £196,0237

3,839 +1,0842
9,918 +2,2634
25,000 £6,7361
10,948 +8,0411
9,294 +6,9764
0,852 +0,6574

308,212 +185,9717

4,188 + 1,2366
10,315 +2,8570
27,303 £8,3235
11,891 +9,5950
10,137 +8,4464

1,030 +0,8778

292,818 £198,8298

(n) = 33 animais; Valores de referéncia: Hemdcias: 5,5-8,5(milhées/dL); Hemoglobina: 12,0-18,0(g/dL); Volume globular: 37-55(%); Leucdcitos:

6,0-17,0(x10%/dL); Neutrdfilos: 3,0-11,5(x10%/dL); Linfécitos: 1,0-4,8(x10%/dL); Plaquetas: 200-500(x10°/dL) (JAIN, 1993).

Fonte: Autoria propria.

Figura 2 — Evolugdo de pard@metros hematoldgicos em cdes pos-transfundidos com sangue AEC 1.1 positivo
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo dos par@metros hematoldgicos (A, B, C, D, E, F, G) sem diferengas estatisticamente significantes.

Fonte: Autoria prépria.

Proteinas smaticas totais (A)
As proteinas plasmaticas totais foram avaliadas como
indicadoras de processo inflamatdrio que costuma acome- 10+
ter animais pés-transfundidos, acarretando reducdo dos
eritrdcitos. Os resultados globais sdo apresentados como 8
média e desvio padrdo, com sua ilustracdo na Figura 3. =
B 6
Figura 3 — Evolugdo das dosagens das proteinas plasmdticas g
totais — PPT (g/dL) dos cdes pds-transfundidos com sangue & 4+
AEC 1.1 positivo
2-
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 3 0 i . .
Vv & »
g}’;‘i;nas 8,567+1,3411 8442 +1,1054 8644412946 8,541 +£1,0978 %0& 6@& 60& 60&
Tempo(Semanas)
(n) = 33 animais; Valor de referéncia: 6,0-8,0 (JAIN,1993). (8)

Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das proteinas
plasmadticas totais sem diferengas estatisticamente significantes (B).

Fonte: Autoria propria.

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 14, n. 3, p. 372-379, set./dez. 2015




Avaliagdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos em cdes pds-transfundidos com sangue tipo AEC 1.1 positivo

Analises séricas

As andlises séricas de creatinina tiveram o propdsito
de avaliar lesGes renais nos animais pds-transfundidos,
visto que os rins, sendo érgdos sitio da producdo de eritro-
poietina, apresentam papel relevante na hematopoiese,
mesmo que esse indicador seja tardio. Os resultados glo-
bais sdo apresentados com os valores de média e desvio
padrdo e com sua ilustragdo na Figura 4.

Figura 4 — Evolugéo das dosagens séricas de creatinina (mg/dL)
dos cdes pos-transfundidos com sangue AEC 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Creatinina

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

(n) =33 animais; Valor de Referéncia: 0,5— 1,5 mg/dL (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 1997).

(A)
1.5

L

-

Creatinina(mg/dL)

N 9 &)
%é“ 9“'6\ 9“'&
Semanas
(B)

Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das dosagens
séricas de creatinina sem diferengas estatisticamente significantes (B).

Fonte: Autoria propria.

Dosagens séricas de gama-glutamiltransferase

As andlises séricas de gama-glutamiltransferase foram
avaliadas nos cdes pds-transfundidos como indicador de
lesdo hepatica, considerando que os animais do estudo
eram portadores de diversas patologias que eram relacio-
nadas a perda sanguinea cronica. Os resultados globais
sdo apresentados com os valores de média e desvio
padrdo e com sua ilustra¢do na Figura 5.
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Dosagens séricas de creatinina

Figura 5 — Evolugdo das dosagens séricas de gama-glutamil-
transferase (U.l./dL) de cdes pds-transfundidos com sangue
AEC 1.1 positivo

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

¥YGT(U/dL) 6,503 49,4343 3,997 +3,9300 4,533 5,1693 4,030 +4,3523

(n) = 33 animais; Valor de Referéncia: 1-10 U/dL(KANEKO: HARVEY;
BRUSS, 1997).
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Nota: Resultados expressos em média e desvio padrdo (A) das dosagens
séricas de gama-glutamiltransferase sem diferencas estatisticamente
significantes (B).

Fonte: Autoria proépria.

DISCUSSAO

Cada hemograma pode respaldar o efeito benéfico
das transfusdes, tanto no que se refere a série vermelha
quanto a série branca, plaquetas e, da mesma forma,
proteinas totais. Os valores de eritrograma (contagem
global de hemacias, hemoglobina e volume globular)
apresentaram-se medianamente abaixo da normalidade,
porém, ainda sem indicagdo de realizagao de nova transfu-
sdo. Por sua vez, o leucograma apresentou valores dentro
da normalidade, bem como as plaquetas e as proteinas
plasmaticas totais. Os resultados encontrados em todos
os cdes, independentemente da positividade ou ndo, nas
provas soroldgicas de reagdo cruzada, que evidenciam
producdo de aloanticorpos, condizem com uma medula
dssea ativa na produgao dos elementos figurados, apesar
das diversas patologias que os receptores apresentavam.
De todos os parametros do hemograma, os que ficaram
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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. Ndo houve
trombocitopenia pds-transfusional como relatada por La
Gamma, Blau (2012) e Lemos, Novais, e Nogueira (2010)
sendo concordante com os achados de Lacerda (2005)
gue a considera uma reacgao rara.

As dosagens de creatinina foram realizadas para ava-
liar a fungdo renal, visto que os rins sdo responsaveis pela
producdo da eritropoietina que sinaliza a medula éssea
para a producdo sanguinea, e os valores se mantiveram
dentro dos padrées 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. Porisso, todos os pacientes foram
recomendados a receber suplementacdo férrica, como
estimulante da eritropoise, e reforgo alimentar, conside-
rando que a producgdo celular ndo estivesse prejudicada
por auséncia ou reducdo de eritropoietina, e, sim, por
extenuacgdo corpdrea por diversas patologias.

O fato de os animais apresentarem valores de crea-
tinina também dentro da normalidade nos leva a excluir
possiveis quadros de insuficiéncia renal, pois pacientes
insuficientes apresentam contagem plaquetaria dimi-
nuida, devido a hipofuncdo da medula dssea, levando
a hemorragias (BRAINARD, 2008). A lesdo renal aguda
frequentemente resulta de isquemia por agentes toxicos
ou infecciosos, afetando o glomérulo e sua porc¢do tubular,
e as concentragdes séricas de creatinina mantém-se na
faixa da normalidade até que mais de 66% dos néfrons
passem a ser afuncionais, demonstrando que é um mar-
cador especifico de baixa sensibilidade, caracterizando-se
como tardio (FREITAS; VEADO; CARREGARO; 2014).

Sabe-se que o figado é 6rgdo fundamental na
metabolizacdo e homeostasia sanguinea, bem como
na producdo de fatores de coagulacdo importantes na
hemostasia secundaria (BRAINARD, 2008). As avaliacGes
da yGT verificaram, de forma sucinta, a funcdo hepatica
no periodo pds-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 normalida-
de. Entre os testes de fun¢do hepatica realizados no diag-
néstico de hepatopatias, a yGT tem sido relatada como
marcador das desordens hepatobiliares e, apesar de ela
ter sua maior concentra¢do no tecido renal e pancreati-
co, sua importancia clinica esta ligada ao diagndstico de
colestase e de lesGes hepaticas de carater inflamatdrias
e toxicas, como as que acompanham as patologias dos
transfundidos (VALLADARES, 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
aresposta terapéutica estava satisfatoria. Isso demonstrou

que independentemente do tipo sanguineo do doador
canino ser igual ou distinto do receptor a resposta clinica,
apds uma Unica transfusdo sanguinea, foi adequada.

CONCLUSAO

A resposta terapéutica dos animais pés-transfun-
didos, segundo os achados de hemograma, proteinas
plasmaticas totais, creatinina e yGT, foi adequada inde-
pendentemente do tipo sanguineo do receptor ter sido
igual ou ndo ao do doador, ja que a prova de compati-
bilidade ndo garante que os tipos sanguineos sejam os
mesmos. Ou seja, os animais AEC 1.1 positivos e negativos,
ao receberem sangue conhecidamente AEC 1.1 positivo,
apresentaram a mesma média de valores destes parame-
tros nas quatro semanas avaliadas.

A producdo de aloanticorpos observada em alguns
cdes ndo interferiu nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos avaliados no presente estudo.
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