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Resumo. O presente trabalho teve como proposito de testar as reagdes do sangue de caes
de tipagem sanguinea indefinida com sangue de cdes identificados como “Dog
Erythorocyte Antigen” (DEA) 1 negativos, provenientes da cidade de Jaragua do Sul, SC,
Brasil. Para tanto, foram selecionados 12 cdes sem raca definida (SRD) para compor 2
grupos: Grupo 1 com duas amostras de cées (A e B) DEA-1 negativos; Grupo 2: 10 cées
de tipagem sanguinea desconhecida. A tipagem sanguinea dos cdes do grupo 1 foi
identificada através do teste RapidVet® que foi realizado em 5 cdes, dos quais 2 DEA-1
negativos foram selecionados. Em seguida o teste de Reacdo Cruzada Maior, técnica rapida
em lamina de microscopia, foi realizado em todas as amostras do grupo 2 com as amostras
do grupo 1. As laminas foram analisadas em busca de aglutinagdo para defini¢do de
compatibilidade entre as amostras. Dos 5 cées que passaram pelos testes de tipagem
sanguinea, 4 eram DEA-1 negativos e 1 DEA-1 positivo. Dos dez testes de reagdo cruzada
realizados com a amostra do cdo A do grupo 1, 70% das amostras se mostraram
compativeis, ou seja, ndo apresentaram aglutinagdo micro ou macroscépica e 30%
incompativeis, apresentando aglutinacdo. Das reacOes cruzadas feitas com a amostra do
cdo B do grupo 1, 40% foram classificadas como compativeis e 60% de amostras
incompativeis. A analise estatistica com os resultados apresentados ndo demonstra
diferenca entre as frequéncias de resultados compativeis e incompativeis com as amostras
dos cées A e B e, comparando os resultados das amostras, houve uma tendéncia (0,09) de
diferenca na frequéncia dos resultados. O célculo do risco de um cdo DEA-1 negativo
receber sangue de um cdo DEA-1 positivo em uma primeira transfusao resultou em 24,75%
e de 6,15%, do mesmo cdo receber sangue incompativel em uma segunda transfusdao. A
frequéncia encontrada de animais com sangue DEA-1 negativo foi maior que a frequéncia
de DEA-1 positivo. A baixa incidéncia do grupo DEA-1 demonstra uma necessidade de
um estudo mais profundo e minucioso para que seja possivel determinar a real incidéncia
desse grupo sanguineo no municipio de Jaragua do Sul, SC. Diante dos resultados obtidos,
conclui-se que a frequéncia encontrada de animais com sangue DEA-1 negativo foi maior
que a frequéncia de DEA-1 positivo no municipio de Jaragua do Sul, SC e o risco de
incompatibilidade sanguinea durante uma possivel primeira e segunda transfusdes entre os
cdes desse estudo foram de 24,75% e 6,15% respectivamente.

Palavras-chave: Antigenos eritrocitarios, reacao cruzada, tipagem sanguinea, transfusdo sanguinea

Dogs blood group DEA-1 and its relation to transfusion reactions

Abstract. The purpose of this study was to test the blood reactions between the blood of
undefined blood-type dogs and the blood of negative “Dog Erythrocyte Antigen” (DEA) 1
dogs from Jaragua do Sul-SC, Brazil. Therefore, 12 mongrel dogs were selected to form 2
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groups: Group 1 with two dog blood samples (A and B) negative DEA-1; Group 2: 10 dogs
of undefined blood-type. The blood-type of the Group 1 dogs was identified by RapidVet®
test that was performed in 5 dogs of which 2 negative DEA-1 were selected. Subsequently,
the Major Crossmatch test, rapid method in microscope slide, was performed between all
the Group 2 blood samples and both Group 1 samples. The slides were examined for
macroscopic and microscopic agglutination to define the samples compatibility. From the
5 blood-type tested dogs, 4 were negative DEA-1 and 1 was positive DEA-1. From the ten
crossmatch tests performed with the group 1 dog A sample, 70% of the samples were
compatible, they did not present micro or macroscopic agglutination and 30% were
incompatible, presented agglutination. From the crossmatch tests performed with the group
1 dog B sample, 40% were compatible and 60% of the samples were incompatible. The
statistical analysis of the obtained results does not show difference between the frequencies
of the compatible and incompatible results of the A and B dog samples and comparing the
samples results there was a tendency (0.09) of difference in the results frequency. The risk
calculation of a negative DEA-1 dog receiving blood of a positive DEA-1 dog at a first-
time transfusion was 24,75% and 6,15% of this same dog receiving incompatible blood in
a second transfusion. The frequency of negative DEA-1 blood dogs was higher than the
frequency of positive DEA-1 blood dogs. The low incidence of the DEA-1 group
establishes a need of further and more detailed study to determine the real incidence of this
blood group in Jaragua do Sul, SC. Facing the results, it was concluded that the negative
DEA-1 frequency was higher than the positive DEA-1 fequency in Jaragua do Sul, SC and
that the risk of blood incompatibility between the studied dogs during a first and second
transfusions were 24,75% and 6,15%, respectively.

Keywords: Erythrocyte antigens, crossmatch, blood typing, blood transfusion

Grupo sanguineo DEA-1 de los perros y su relacion con las
reacciones transfusionales

Resumen. El presente trabajo objetivo probar las reacciones sanguineas de perros de tipo
sanguineo indefinido con sangre de perros identificados como Dog Erythorocyte Antige -
DEA-1 negativos, de la ciudad de Jaragua do Sul, SC, Brasil. Para ello, se seleccionaron
12 perros mestizos (SRD) y se dividieron en 2 grupos: Grupo 1 con dos muestras de perros
(A 'y B) DEA-1 negativos; Grupo 2: 10 perros de tipo sanguineo desconocido. La
tipificacion sanguinea de los perros del grupo 1 se identificé mediante la prueba RapidVet®,
que se realizd en 5 perros, de los cuales se eligieron 2 DEA-1 negativos. A continuacién,
se efectud la prueba de reaccion cruzada mayor, una técnica rapida de portaobjetos de
microscopia, en todas las muestras del grupo 2 con las muestras del grupo 1. Se analizaron
los portaobjetos para determinar la aglutinacion y definir la compatibilidad entre las
muestras. De los 5 perros que se sometieron a las pruebas de determinacion del grupo
sanguineo, 4 dieron negativo en DEA-1 y 1 positivo en DEA-1. De las diez pruebas de
reaccion cruzada realizadas con la muestra del perro A grupo 1, el 70% de las muestras
fueron compatibles, es decir, no presentaron aglutinacion micro o macroscopica y el 30%
incompatibles, revelando aglutinacion. De las reacciones cruzadas realizadas con la
muestra de perro B del grupo 1, el 40% se clasificaron como compatibles y el 60% de
muestras incompatibles. El anélisis estadistico con los resultados presentados no muestra
diferencia alguna entre las frecuencias de resultados compatibles e incompatibles con las
muestras de los perros A 'y By, comparando los resultados de las muestras, hubo una
tendencia (0.09) de diferencia en la frecuencia de los resultados. El célculo del riesgo de
que un perro con DEA-1 negativo recibiera sangre de un perro con DEA-1 positivo en una
primera transfusion proveyé como resultado que el 24,75% vy el 6,15% del mismo perro
recibieran sangre incompatible en una segunda transfusion. La frecuencia encontrada en
animales con sangre DEA-1 negativa fue mayor que la frecuencia de DEA-1 positiva. La
baja incidencia del grupo DEA-1 demuestra la necesidad de un estudio mas profundo y
detallado para que sea posible determinar la incidencia real de este grupo sanguineo en el
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municipio de Jaragué do Sul, SC. Se concluye que la frecuencia encontrada de animales
con sangre DEA-1 negativa fue superior a la frecuencia de DEA-1 positiva en el municipio
de Jaragud do Sul, SC y el posible riesgo de incompatibilidad sanguinea durante las
primeras y segundas transfusiones entre los perros de este estudio fueron del 24,75% y del
6,15%, respectivamente.

Palabras-clave: Antigenos de eritrocitos, reaccién cruzada, tipificacion sanguinea,
transfusion de sangre

Introducéo

A transfusdo sanguinea teve seus primeiros registros no século XVII e consiste em realizar a
transferéncia do sangue e/ou seus componentes de um doador para um receptor, com objetivo de corrigir
temporariamente o quadro clinico apresentado (Gonzalez & Silva, 2008; Nufiez & Bouda, 2007;
Stockham & Scott, 2011). Atualmente, os bancos de coleta podem obter diversos subprodutos do sangue,
sendo cada um deles indicado para diferentes situagdes. A utilizacdo de hemo-competentes especificos
para o quadro do animal resulta na ndo exposicdo do cdo aos antigenos estranhos desnecessarios,
diminuindo possiveis reacdes adversas (Nelson & Couto, 2015; Reis & Di Gregorio, 2017).

Os tipos sanguineos dos caes sdo definidos pelo sistema “Dog Erythorocyte Antigen” (DEA), o qual
baseia-se na presenga de antigenos espécie-especificos na membrana dos eritrocitos. Esses antigenos
quando transferidos para um animal ndo compativel sdo identificados como estranhos e geram respostas
imunes como hemodlise ou produgdo de anticorpos. Os anticorpos antieritrocitirios podem ser
decorrentes de uma sensibilizacdo prévia por exposicao aos antigenos, ou de ocorréncia natural, sendo
esta, em casos especificos, como a gestagdo em cadelas (Nelson & Couto, 2015; Novais & Magron,
2018; Stockham & Scott, 2011).

A determinag¢do do tipo sanguineo dos cdes previamente a transfusdo sanguinea reduz as chances de
ocorréncia de reagdes adversas. Para verificar se o sangue pode ser transfundido, sdo realizados os testes
de reacdo cruzada maior ¢ menor (Stockham & Scott, 2011). A ndo realizagdo dos testes de triagem
coloca emrisco a vida do animal, visto que podem ocorrer reagdes hemoliticas graves, piorando o quadro
prévio do paciente (Gonzalez & Silva, 2008; Nuiez & Bouda, 2007; Stockham & Scott, 2011).

Diante da importancia clinica e do aumento na frequéncia do uso de transfuses sanguineas na rotina
da clinica médica de pequenos animais, este trabalho tem como objetivo testar as reagdes do sangue de
caes de tipagem sanguinea indefinida com sangue de caes DEA-1 negativo.

Material e métodos

Esse projeto possui aprovagdo no Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) sob protocolo
nimero 338/2020. Todos os cdes participantes selecionados eram sem raca definida, de peso e idade
variados, provenientes do municipio de Jaragua do Sul, Santa Catarina. A sele¢do dos animais ocorreu
de forma voluntaria por seus proprietarios.

Foram selecionados 15 cées divididos em dois grupos. No primeiro grupo foram escolhidos
aleatoriamente, cinco cdes nos quais foi realizado o teste de tipagem sanguinea RapidVet® de forma
sequencial. Dos cinco, dois que apresentaram resultado DEA-1 negativo foram selecionados para
compor o grupo 1 do experimento, simulando cées receptores no processo de transfuséo sanguinea (Cao
A e Céo B). Os outros 10 cées restantes, dos quais 0 DEA ndo era conhecido, integraram o grupo 2 do
experimento, simulando os doadores.

Todas as coletas de sangue foram realizadas com agulha de calibre 22g (0,70 x 25) e seringa de 5
mL, por meio de puncéo da veia jugular. A contenc&o fisica foi realizada visando o minimo estresse dos
caes e quando necessario, foi utilizado focinheira. As amostras sanguineas foram armazenadas em tubos
contendo EDTA e identificadas com o numero do animal e grupo pertencente.

Todas as amostras do grupo 2 passaram pelo teste de Rea¢do Cruzada Maior através da técnica rapida
em lamina de microscopia, tal como descrita no Manual of Canine and Feline Hematology and
Transfusion Medicine (2012), com as duas amostras provenientes do grupo 1. Todas as amostras foram
centrifugadas a uma velocidade de 1000-1500 g por 5-10 minutos, visando a separac¢do do plasma. Apos
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centrifugacdo, o plasma foi transferido para outro tubo de ensaio. Com o plasma separado, foi preparada
uma solucdo a 4% do concentrado de eritrocitos com solucdo salina, sendo todas devidamente
identificadas. Em seguida, para cada teste de reacdo cruzada realizado, foram montadas quatro laminas
de microscopia, cada uma identificada com: controle doador, controle receptor, Reacéo cruzada maior
e Reacdo cruzada menor. Em cada lIamina eram misturadas, com o auxilio de uma pipeta limpa, uma
gota de plasma com uma gota da solucao de eritrdcitos, sendo:

Controle do doador: Eritrdcitos doador + plasma doador;
Controle receptor: Eritrocitos receptor + plasma receptor;
Reacdo Cruzada Maior: Eritrdcitos doador + plasma receptor;
Reacdo Cruzada Menor: Eritrécitos receptor + plasma doador.

Essas laminas foram analisadas em busca de aglutinacdo macroscépica e microscopica dentro de dois
e cinco minutos, respectivamente. No microscopio, foram utilizadas as objetivas de 40x e 100x.

Os dados obtidos foram analisados pelo teste do Qui-quadrado com o auxilio do programa estatistico
jamovi, versdo 1.2, considerando o nivel de significancia de 5%.

Resultados e discussao

A classificagdo sanguinea dos cdes é dividida em sete grupos sanguineos que compdem o sistema
DEA, sendo eles: DEA-1 (com subgrupos 1.1, 1.2 e 1.3), DEA-3, DEA-4, DEA-5, DEA-6, DEA-7 ¢
DEA-8 (Hohenhaus, 2004). De acordo com Pereira & Reichmann (2011), os subgrupos sanguineos
DEA-1.1, 1.2 e o grupo DEA-7 possuem o maior potencial antigénico, sendo o grupo DEA-1 capaz de
gerar fortes estimulagdes antigénicas para a producao de anticorpos em um receptor ndo compativel. Por
isso, 0 grupo tem sido considerado de maior importancia quando se refere ao procedimento de
transfusdes sanguineas e foi o grupo escolhido para a realizacdo da presente pesquisa.

Inicialmente, o grupo 1, seria composto por duas amostras de caes DEA-1 positivos, entretanto, dos
5 animais submetidos ao RapidVet®, 4 amostras apresentaram resultado de DEA-1 negativo, conforme
mostram as Figuras 1,, 1p, 1ce 1q. Apenas 1 amostra apresentou-se positivo a esse grupo sanguineo,
demonstrado na Figura 2. Optou-se entdo pela mudanga na metodologia do projeto, utilizando os cées
A e B, sendo ambos DEA-1 negativos, para simularem cées receptores durante uma transfusdo
sanguinea. Os resultados obtidos nos testes de tipagem sanguinea foram um achado ndo esperado e
revelam uma maior incidéncia do grupo sanguineo DEA-1 negativo, 0 que contrapde os resultados
encontrados por Ferreira et al.( 2011), Novais et al. (1999), Novais et al. (2004), Novais et al. (2019) e
Vizzoni & Medeiros (2017). Entretanto, o encontro de uma maior porcentagem de DEA-1 negativos
concorda com os trabalhos de Ejima et al. (1986) e Swisher & Young (1961) que encontraram valores
menores de frequéncia de DEA-1 quando trabalharam com cées mesticos. Essa divergéncia de resultados
reforca a afirmacg&o de Novais et al. (2019) e Souza et al. (2014) de que a frequéncia do grupo sanguineo
DEA-1 varia de forma significativa de acordo com a raca e localidade geografica do animal, podendo
ser um fator decorrente do municipio de Jaragua do Sul, origem os cées participantes. Como todas as
amostras sanguineas eram provenientes de cdes sem raca definida, a variagdo encontrada teve influéncia
dos genes raciais de cada individuo, além disso a menor porcentagem de cdes DEA-1 positivo pode ser
decorrente de um fator local do municipio em questdo, tendo em vista que todos os cées participantes
eram provenientes de Jaragué do Sul, Santa Catarina.

Dos dez testes de reacdo cruzada realizados com a amostra do cdo A do grupo 1, 70% das amostras
se mostraram compativeis, ou seja, ndo apresentaram aglutinacdo micro ou macroscépica e 30%
incompativeis, apresentando aglutinagdo. Das reagdes cruzadas feitas com a amostra do cdo B do grupo
1, 40% foram classificadas como compativeis e 60% de amostras incompativeis (Tabela 1). Por ambas
as amostras do grupo 1 serem classificadas como DEA-1 negativas, observou-se gue houve uma
diferenca na compatibilidade das amostras do grupo 2 com as amostras do grupo 1. Uma possivel
explicacéo, seria o fato de cdes poderem apresentar mais de um tipo de antigeno sanguineo na membrana
de seus eritrécitos, portanto, pertencerem a mais de um grupo sanguineo concomitantemente (Hale,
1995; Lanevschi & Wardrop, 2001; Novais & Magron, 2018; Symons & Bell, 1991). A aglutinacédo
ocorrida na reacdo cruzada das amostras 1,3 e 8 com apenas uma das amostras do grupo 1 poderia ser
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decorrente da incompatibilidade sanguinea de outro grupo sanguineo que néo teria sido analisado nesse
estudo (Tabela 2).

Test

dmslaboratories, inc.
Mill Road, Flemington, NJ 08822

Auto-
utination
e Screen

Positive
Control

Patient
Test

#mslaboratories, inc. %
2 Darts Mill Road. Fleminatan NI 22292

Figuras lae 1b. Teste de tipagem sanguinea Rapidvet® dos cdes A e B com resultado de DEA-1 negativo.
Nao ha presenca de aglutinagdo em nenhum dos pogos “Patient Test”.

~@

Positive
Control
Patient
Test
2 Darts eomSlaboratories, inc. 3

Figura 2. Teste de tipagem sanguinea Rapidvet® do cdo E com resultado de DEA-1 positivo. Ha presenca
de aglutinagdo no pogo “Patient Test”.

Tabela 1. % de amostras compativeis do grupo 2 nos respectivos testes com amostras dos cdes A e B do grupo 1.

Amostra Compatibilidade das amostras do grupo 2 com a amostras do grupo 1

Grupo 1 Controle doador Reacdo cruzada maior Reacdo cruzada menor Controle receptor
Cio A 100% 70% 70% 100%

Cio B 100% 40% 40% 100%
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Tabela 2. Classificagdo da compatibilidade das amostras do grupo 2 nos testes submetidas com as amostras do grupo 1.

S Amostra grupo 1

g Amostra grupo 2 Cio A CioB

@ 1 Compativel Incompativel
2 2 Compativel Compativel
g 3 Compativel Incompativel
< 4 Incompativel Incompativel
§ - 5 Incompativel Incompativel
= 6 Incompativel Incompativel
s 7 Compativel Compativel
g 8 Compativel Incompativel
g 9 Compativel Compativel
O 10 Compativel Compativel

No presente trabalho, a determinagdo de compatibilidade ou incompatibilidade entre as amostras
baseou-se na realizacdo e interpretacdo da reacdo de aglutinacdo em lamina descrita no Manual of
Canine and Feline Hematology and Transfusion Medicine (2012). A Figura 3 demonstra a aglutinacdo
ocorrida no teste de reacdo cruzada, com resultado de incompatibilidade sanguinea entre as amostras.
As formagdes encontradas no exame microscépico se assemelham aquelas descritas pelos outros estudos
encontrados. Ainda de acordo com o Manual of Canine and Feline Hematology and Transfusion
Medicine (2012), alguns cées podem possuir niveis muitos baixos de aloanticorpos, podendo ndo ser
detectados no teste de reagdo cruzada. Desse modo, torna-se fundamental a monitoracdo constante do
paciente durante todo o procedimento para que seja possivel a detec¢do precoce de qualquer sinal de
reacdo transfusional e prontamente instituir o tratamento necessario (Maia et al., 2019; Morikawa et al., 2010).

Figura 3. Incompatibilidade sanguinea entre amostras
demonstrada pela aglutinagdo intensa entre 0s
eritrocitos. Aumento de 100x.

Tabela 3. Teste de contingéncia de compatibilidade das amostras do grupo 2 nos testes submetidas com as amostras do grupo 1.

g S Céo A - CdoB - Total** X2 p

S5 Compativel Incompativel

'3 2 Compativel 4 3 7

s ‘g‘ Incompativel 0 3 3 2,86 0,091
S Total* 4 6 10

*P=0,754; * p= 0344

Segundo Lanevschi & Wardrop (2001) e Pereira & Reichmann (2011), as reacGes que podem ocorrer
com a transfusdo de um sangue incompativel variam de reagdes imediatas (ocorrem algumas horas apds
a transfusao) a reac0es tardias (podendo ocorrer dias apds o procedimento). Essa variacao é diretamente
relacionada aos tipos de antigenos incompativeis envolvidos. As reacGes de incompatibilidade
decorrentes do antigeno do grupo sanguineo DEA-1 séo caracterizadas como agudas, intravasculares e
graves. Em contrapartida, as reacdes mediadas por anticorpos contra os grupos sanguineos DEA-3,5 e
7 sdo caracterizadas por sinais clinicos de menor gravidade, além de sequestro esplénico com hemélise
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extravascular, resultando em um menor tempo de vida dos eritrocitos transfundidos (Novais et al., 2004;
Souzaetal., 2014). Diante disso, é conferida uma maior importancia ao grupo sanguineo DEA-1, mesmo
gue a ocorréncia de antigenos naturais para esse tipo sanguineo seja extremamente rara, e que seja
necessaria uma sensibilizacdo prévia, como discutido por Lanevschi & Wardrop (2001) e Souza et al.,
(2014).

Concluséao

A frequéncia encontrada de animais com sangue DEA-1 negativo foi maior que a frequéncia de DEA-
1 positivo no municipio de Jaragué do Sul, SC. O risco de incompatibilidade sanguinea durante uma
possivel primeira e segunda transfusdo entre os cdes desse estudo foram de 24,75% e 6,15%
respectivamente.
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