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RESUMO

Pinto, Anderson Barros Teixeira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Margo, 2011. Tipagem sangliinea no gato doméstico (Felis cattus, LINNAEUS, 1758) em Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Orientador: Antonio Peixoto Albernaz



A area da hemoterapia necessita de testes de compatibilidade sanglinea confidveis, como a tipagem
sanglinea, para se evitar possiveis reacoes transfusionais e evitar a ocorréncia de isoeritrélise
neonatal. Os objetivos foram determinar as freqliéncias dos tipos sangiliineos, determinar a
probabilidade de reacao transfusional, obter os titulos de aloanticorpos anti-eritrocitarios em felinos
da cidade de Campos dos Goytacazes e introduzir uma nova técnica de tipagem sangliinea. A
importancia deste estudo se deve a precariedade de informagdes nas regides do pais, principalmente
entre racas puras de felinos, e devido ao crescente nimero de felinos portadores do tipo sangliineo
B, portanto sendo necessdria a diferenciacdo de individuos tipo sangliineo A, do tipo sangiiineo B e
do AB para que possa ser feito um tratamento hemoterdapico e selecionar repordutores que possuem
compatibilidade sangiiinea para se evitar a isoeritrélise neonatal em uma ninhada. Foram coletadas
100 amostras sanglineas de felinos para a realizacdo da tipagem sangliinea utilizando plasmas
reagentes anti-A e anti-B conhecidas, e através dos plasmas armazenados as realiza¢gGes dos testes
comprobatodrios e titulagdes de aloanticorpos anti-A e anti-B em diluicdes ao tampao salino fosfato a
0,9% e 2-Mercaptoetanol a 0,2M. Foi realizada a estatistica descritiva para a obtengdo da
distribuicdo das freqliéncias dos tipos sangiliineos e através deste obtido os calculos de probabilidade
para obtencdo do risco reacdo transfusional aleatdria e através do teste de qui-quadrado avaliar a
relacdo entre os titulos e as idades dos animais. A distribuicdo das freqiiéncias dos grupos sangiiineos
foram 96% de felinos com tipo sanguineo A e 4% de felinos com tipo sanguineo B, ndo sendo
encontrado na amostra populacional felino tipo AB, corroborando com estudos prévios. Hd um
grande risco de reacdo adversa através da transfusdo sangiliinea randomizada entre felinos ndo
tipados previamente. A proporc¢ao dos titulos dos aloanticorpos anti-B foram semelhantes aos
relatados na literatura, com 1,04%, 16,67%, 31,25%, 39,58%, 11,46% para os titulos 0, M, 2,4 e 8,
respectivamente. No entanto, os titulos de anti-B nas diluicGes ao 2-Mercaptoetanol foram os
mesmos em relatos prévios, onde todos apresentaram titulo 0. Dos 4 plasmas dos felinos tipo B,
foram obtidos titulos de 32, 64, 128 e 256, no entanto ao tratamento ao 2-ME houve redu¢do na
atividade de aglutinacdo, e respectivamente os mesmos titulos foram 2, 8, 32 e 32, este portanto
aprensentando uma média geométrica semelhante a literatura. Ndo houve relagdo entre os titulos
de aloanticorpos anti-B e a idade nos felinos. O tipo sangliineo A foi o predominante na regido
seguido do tipo B com baixa predominancia e o tipo AB sendo ndo identificado. Deve ser criado um
cadastro de felinos domésticos de possiveis doadores sangliineos. Todos os laboratdrios de Patologia
Clinica devem possuir equipamentos e técnicos aptos a realizacao da tipagem sangiiinea em felinos
domeésticos.

Palavras-chave: Incompatibilidade sanglinea, grupos sangiliineos, reacdes adversas, gato doméstico,
faixa etaria.



ABSTRACT

Pinto, Anderson Barros Teixeira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
March, 2011. Blood typing in domestic cat (Felis cattus, LINNAEUS, 1758) in Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro, Brazil. Teacher advisor: Antonio Peixoto Albernaz

The area of hemotherapy need reliable blood compatibility tests, like blood type, to avoid possible
transfusion reactions in cats but it is also important to avoid neonatal isoerythrolysis. The importance
of this study is due to the precariousness of information in the areas of the country, mainly among
pure breeds of felines, and due to the crescent number of felines bearers of the blood type B,
therefore being necessary the individuals' differentiation of the blood type A, of the blood type B and
of AB to accomplish a transfusion and to select reproducers that possess blood compatibility to avoid
the neonatal isoerythrolysis in a brood. Were collected 100 blood samples of felines for the
accomplishment of the blood typing using known anti-A and anti-B reagents plasma, and through the
stored plasmas the accomplishments of the comprovative tests and anti-A and anti-B aloantibodies
titers in dilutions to the phosphate saline buffer to 0,9% and 2-Mercaptoethanol to the 0,2M. The



descriptive statistic was accomplished for the obtaining of the distribution of the frequencies of the
blood types and obtained the calculations of probability for realization of the risk reaction in random
transfusion and through the chi-squared test to evaluate the relationship among the titles and to the
ages of the animals. The distribution of the frequencies of the blood groups was 96% of cats with
blood type A and 4% of cats with blood type B, not finding in the population sample of cat type AB.
There is a great risk of adverse reaction through the randomized blood transfusion among felines not
previously identified. The proportion of the titers of the anti-B aloantibodies was similar to the
explained in the literature, with 1,04%, 16,67%, 31,25%, 39,58%, 11,46% for the titles 0, M, 2, 4 and
8, respectively. However, the anti-B titers in the dilutions to the 2-Mercaptoetanol were the same
ones in previous reports, where all presented title 0. Of the 4 plasmas of the type B cats, were
obtained titers of 32, 64, 128 and 256, but to the treatment in 2-ME there was reduction in the
agglutination activity, and respectively the same samples presented titers of 2, 8, 32 and 32. There
was no relationship between the titers of anti-B alloantibodies and the age in the felines. The blood
type A was the predominant in the area following by the type B with low predominance and the type
AB being not identified. A register of possible blood donor’s domestic felines should be created. All
the laboratories of Clinical Pathology should possess equipments and capable technicians to the
accomplishment of the blood typing in domestic felines.

Key-words: Mismatch blood, blood groups, adverse reactions, domestic cat, age group.
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1- INTRODUCAO

A tipagem sanguinea possui uma grande importancia na area da hemoterapia
em qualquer espécie animal para se evitar possiveis reacdes transfusionais, mas em
felinos € também importante para se evitar a isoeritrélise neonatal (doenca
hemolitica do recém-nascido). Atualmente o uso de transfusdo sanglinea tem
aumentado na medicina felina e juntamente o risco de reagdo transfusional
(HOHENHAUS, 2004; WEINGART et al., 2004). Transfusdes sanguineas realizadas
entre gatos doadores e receptores que ndo possuem compatibilidade sangiinea
podem resultar em reacdo transfusional aguda, particularmente severa quando o
sangue tipo A é transfundido em um gato tipo B, pois geralmente este Gltimo possui
altos niveis de aloanticorpos de ocorréncia natural. Nestes casos, poucos mililitros
de sangue sao suficientes para causar uma reacdo que pode ser eventualmente
fatal (KNOTTENBELT, 2002).

Somente um sistema de grupo sangiineo foi identificado no gato doméstico,
considerando que uma gama de sistemas é reconhecida em cdaes, humanos,
cavalos e outras espécies (BELL, 1983). O grupo sangiineo do gato doméstico foi
identificado em 1900 (INGEBRIGSTEN, 1912; OTTENBURG; THALHIMER, 1915) e
a partir dos anos 50 foi identificado pelo método de aglutinacdo por aloanticorpos,
identificando apenas de dois tipos sanguineos (EYQUEM et al.,1962; HOLMES,
1950).

Niveis detectaveis de anticorpos de ocorréncia natural contra antigenos de
diferentes grupos sanguineos foram inicialmente detectaveis em gatos em 1953
(HOLMES, 1953; KNOTTENBELT et al., 1999a) e possivelmente possa ser
resultado da exposicdo por epitopos de uma variedade de organismos, incluindo
plantas, bactérias e protozoarios, que sédo similares ou idénticos aos antigenos de
grupos sanguineos (MALE, 1996; TIZARD, 2002).

Os tipos sanguineos comuns séo o tipo sangiineo A e tipo sangliineo B, com
o tipo A dominante para o tipo B. A nomenclatura que designa estes 2 tipos, A e B,

foi primeiro utilizada em 1962. Um tipo sangiineo raro conhecido como AB



identificado em 1980 (AUER; BELL, 1980; EYQUEM et al.,1962; HOHENHAUS,
2004), na qual mostra a aglutinacdo com ambos anti-A e anti-B, ndo foi definido
claramente, mas se suspeita que sejam alelos aos tipos A e B (AUER; BELL, 1981;
GRIOT-WENK, 1993).

Tipos sanguineos felinos e tipos sanglineos incompativeis, incluindo
diferencas geograficas, modos de heranca, severidade de reacdes transfusionais e
incidéncia de isoeritrdlise neonatal, tém sido estudados amplamente durante as
Gltimas duas décadas (AUER; BELL, 1981; GIGER et al., 1991a; GIGER, 2000). A
determinacao das frequéncias do tipo A, B e AB em populac¢des de racas de gatos
pode auxiliar na avaliacdo do risco de reacdes transfusionais por meio de
transfusdes incompativeis e o risco da ninhada nascer com isoeritrélise neonatal
com pais de tipos sanguineos desconhecidos (ARIKAN et al., 2003). Frequéncias de
tipos sanguineos felinos em varias regides do pais sédo desconhecidas, e o risco de
transfusdes incompativeis e isoeritrdlise neonatal também s&o desconhecidos
(MEDEIROS et al., 2008).

A importancia deste estudo se deve a precariedade de informacdes nas
regides do pais, principalmente entre racas puras de felinos (LACERDA et al., 2008),
sendo uma pesquisa de suma importancia na clinica médica veterinéria devido ao
crescente numero de felinos portadores do tipo sangliineo B, portanto sendo
necessaria a diferenciacdo de individuos do tipo sanguineo A, do tipo sangiiineo B e
do AB para que possa ser feito um tratamento hemoterapico (HOHENHAUS, 2004).
Portanto, ha necessidade de tipagem de maior nUmero de animais para que se
tenha um cadastro destes, caso venham a necessitar de transfusdo sanguinea ou na
selecdo de reprodutores, além de tornar a tipagem sangiinea parte da rotina clinica
médica felina quando necessitar de transfusdo sanguinea.

Assim, os objetivos deste estudo foram determinar a frequéncia de tipos
sangvineos felinos, determinar a probabilidade de uma reacdo apods a transfuséo
sanguinea, obter os titulos de aloanticorpos anti-eritrocitarios em felinos e introduzir
uma nova técnica de tipagem sangiinea na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ,

Brasil.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- FREQUENCIA DE GRUPOS SANGUINEOS: AVALIACAO GEOGRAFICA E
ENTRE RACAS PURAS DE FELINOS DOMESTICOS

A freqUéncia de tipos A, B e AB varia geograficamente e entre racas (GIGER
et al., 199l1a; GIGER, 2009). O tipo A é o tipo sanglineo predominante
mundialmente, embora a prevaléncia do tipo A, B e AB dentro da populacéo felina
difere entre gatos domésticos puros (racas especificas) e gatos mesticos. Em torno
de 99% dos gatos domésticos nos Estados Unidos sdo do tipo sangliineo A, mas
isto varia geograficamente nos Estados Unidos e ao longo do mundo (AUER; BELL,
1980; GIGER et al., 1991a; GIGER et al., 1991b; GIGER et al., 1992a; HAARER,;
GRUNBAUM, 1993; HOLMES, 1950; JENSEN et al., 1994). No entanto, estudos na
Austrdlia e em paises europeus tém demonstrado que a prevaléncia de gatos tipo B
em populacdes de gatos mesticos pode variar de 0 a 20% (BAGDI et al., 2001;
GIGER et al., 1992b; KNOTTENBELT et al., 1999b; MYLONAKIS et al., 2001). Em
contraste, a freqiiéncia de tipo sangliineo nao parece variar geograficamente entre
racas puras, embora algumas regibes e racas pudessem ter uma frequéncia
diferente (ARIKAN et al., 2006; GIGER, 2000; KNOTTENBELT, 2002). O tipo B tem
sido encontrado de 10 a 59% em muitas racas de gatos, incluindo Abissinio,
Birmanes, British Shorthair, Exotic Shorthair, Devon Rex, Cornish Rex , Himalaya,
Persa, Somali, o Turco do lago Van, Angora Turco e outros gatos de sangue puro,
algumas frequiéncias tem sido estabelecidas em estudos de mais de 1000 gatos em
racas especificas (ARIKAN et al., 2003; GIGER et al., 1991b; GIGER, 2000).

Na Turquia, foi relatado que 46% dos Angoras Turcos e 60 % dos gatos Van
turcos possuem tipo sangiineo B (ARIKAN et al., 2003). Em contraste, gatos tipo AB
sdo muitos raros (<1%) em ambos os gatos, de raca ou ndo, estudados
mundialmente (GRIOT-WENK et al., 1996). Gatos tipo AB sé@o encontrados



somente naquelas racas, que possuem tipo B em sua populacao, incluindo gatos de
racas puras ou mesticos. O tipo sangliineo nao tem sido associado ao género ou a
cor da pele (HOHENHAUS, 2004).

O tipo A é o mais comum onde aproximadamente 95 % de todos os gatos
pertencem a este tipo. As racas Siamés e orientais sao praticamente todas do tipo A.
O tipo AB é relativamente raro e podem ser notados em certas familias de
Birmaneses, Pé&lo curto britanico, Scotttish Folds, Somali e Sphynxes. O tipo B é
visto em algumas regifes geograficas e em certas racas. Na regido Noroeste da
América do Norte, por exemplo, tem aproximadamente 6 % de gatos tipo B. Na raca
Devon Rex, aproximadamente 41 % dos gatos tem tipo sangtineo B, e na raca Pélo
curto britanico, aproximadamente 36 % séao tipo AB (ELDREDGE et al., 2007).
Poucas racas felinas possuem uma freqtiéncia alta do tipo B. O Siamés, Tonkinese
e Birman sdo quase fixos para o tipo A, considerando que a prevaléncia do tipo B
das racas British shorthair, Birman, Devon Rex e Cornish Rex pode variar entre 25-
50% (ELDREDGE et al., 2007; GIGER et al., 1991a). Embora gatos do tipo B sdo
raros em populacbes de felinos, as misturas de racas estdo aumentando a
freqiéncia de gatos tipo B. Por exemplo, gatos tipo B sdo mais comuns em
populacdes na California (GIGER et al., 1991b) e Australia do que na Europa e o
resto dos Estados Unidos (MALIK et al., 2005). Devido a este aumento da frequéncia
de felinos tipo B, deve ser necessario mensurar ambos os tipos A e B para

transfusdes de sangue.

A frequéncia de tipos sangilineos varia com o local e raca do gato. Nos
Estados Unidos de 0,3 % (nordeste) a 4,7% (costa oeste) dos gatos mesticos de
pélo curto e pélo longo sdo do tipo B, mas até 50% de gatos em certas racas sao
tipo B (GIGER et al.,, 1991b; KANEKO et al., 2008). Em contraste com a baixa
prevaléncia de gatos tipo B em gatos de racas mesticas nos Estados Unidos, um
terco dos gatos mesticos na Austrélia é tipo B (MALIK et al., 2005).

De acordo com Giger (2002), as percentagens dos tipos sangiineos em
algumas racas especificas demonstram que hé& predisposicdo genética de
determinacdo destes tipos. As ragas Siamés, Burmese, Tonkinese, American
Shorthair e Oriental shorthair sdo todas somente do tipo sanglineo A. Ja ragas

como Maine Coon Cat, Norwegian Forest Cat apresentam de 1 a 10% tipo



sangiineo tipo B. As racas Abyssinian, Birman, Himalaya, Japanese Bobtail, Persa,
Scottish Fold, Somali e Sphynx possuem uma frequéncia de 10 a 25% tipo
sanguineo B (ELDREDGE et al., 2007).

Embora em alguns paises gatos mesticos ou sem raga sédo exclusivamente
tipo A, trabalhos em gatos mesticos em Brisbania (Australia) em 1981 e Sydney em
2005 (AUER et al., 1981; MALIK et al., 2005) indicam uma frequiéncia de tipo B de
27% e 36%, respectivamente. O tipo AB ocorre raramente em todo o mundo (< 1%)
e somente em racas em que ocorrem gatos tipos B. Relatada em grandes pesquisas
nos Estados Unidos, a frequéncia informada de tipos sanglineos tipo B em
Abissinios e Somalios é aproximadamente de 16% e 18%, respectivamente (BARRS
et al., 2009; GIGER, 2009).

A distribuicdo dos tipos sangtliineos varia de acordo com a regido geografica e
entre as diferentes racas de felinos, mas pouco se sabe sobre os felinos do Brasil.
Os resultados de estudos no pais coincidem com a maior parte dos estudos em
outros paises, entretanto, tém sido observadas diferencas nas prevaléncias dos
tipos sangliineos em racas puras. As racas Abyssinian, Birman, Persa, Devon Rex,
Cornish Rex, Van Turco e Turco Angord tém apresentado prevaléncias de tipo B
acima de 10% (GUERRA et al., 2007). Por outro lado, algumas racas como Siamés,
Oriental Shorthair e Tonkinese possuem exclusivamente tipo sanguineo A (GIGER
et al., 1991a; GUERRA et al., 2007). No Brasil, poucos animais de racas puras sao
estudados. Em um estudo feito por Guerra et al. (2007) em Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, foram tipados 17 gatos da raca Siamés, sendo 100% deles do tipo A, mas o
mesmo nao pode ser aplicado para as racas Himalaya e Persa tipados, pois foram
encontrados os tipos A e B, mostrando a importancia do conhecimento prévio do tipo

sanguineo destes individuos antes de transfusdes ou selecdo de reprodutores.

Em um trabalho mais recente realizado na cidade do Rio de Janeiro por
Medeiros et al. (2008) mostrou que 94,8 % dos gatos tipados foram classificados
como grupo sangiuineo A. Neste mesmo trabalho a frequéncia de felinos com tipo

sanguineo B foi de 2,9 % e felinos com tipo sangtineo AB foi de 2,3 %.



2.2- HERDABILIDADE DOS GRUPOS SANGUINEOS

O grupo de Giger na Filadélfia posteriormente estendeu seu entendimento
sobre o sistema AB felino em uma detalhada série de investigacfes. Tipos
sangiineos A e B sdo herdados como caracteristicas simples Mendelianas
transmitidas por genes que codificam para o tipo sanglineo A e B presentes no
mesmo locus. O tipo A é dominante em relacdo ao tipo B (GIGER et al., 1991a;
MALIK et al., 2005). Felinos tipo A podem ser heterozigotos ou homozigotos. Gatos
tipo B sdo homozigotos. O terceiro alelo, AB, que é recessivo para o alelo A, mas é
dominante em relagdo ao alelo B, acredita-se determinar a heranga do tipo AB
(GRIOT-WENK et al., 1996). A presenca de antigenos A e B em fetos felinos pode
ser idenificada a partir dos 38 dias de gestacdo (HOHENHAUS, 2004).

O terceiro grupo sanguineo felino, conhecido como AB, foi descrito em 1980,
no entanto felinos com eritrécitos sem estes antigenos A e B, néo tém sido descritos
(AUER; BELL, 1980; HOHENHAUS, 2004). Apesar de usar a mesma nomenclatura
como € aplicada aos grupos sangiineos humanos, ndo ha nenhuma relacao
soroldgica entre 0os grupos do sistema sangtiineo AB felino e os grupos do sistema
sangiineo ABO humano (HOHENHAUS, 2004).

Os tipos sanglineos em um sistema de grupo sangliineo sdo normalmente
herdados como co-dominantes, isto €, os individuos heterozigotos expressam
ambos os antigenos eritrocitarios. O alelo A é completamente dominante sobre o
alelo B. Assim, todos os gatos tipo B sdo homozigéticos para o alelo “b” (gendtipo
b/b), considerando que gatos tipo A podem ser homozigéticos ou heterozigoticos
para o alelo A (genétipo A/A ou A/b). Para acrescentar além da complexidade,
pensa-se que o alelo AB seja recessivo para o alelo A, mas dominante sobre o alelo
b, embora algumas das informacOes observadas sugerissem mais do que um

mecanismo para a ocorréncia de gatos AB (MALIK et al., 2005).

De acordo com Griot-Wenk et al., (1996), o tipo sangiineo AB ocorreu
somente em racas em que o tipo B foi também detectado. A andlise genética de
familias de gatos com tipo sangliineo AB é consistente com a hipotese da existéncia



dos trés alelos. Portanto, pode haver um mecanismo adicional responsavel pela

heranca do tipo sangtiineo AB em gatos.

A tipagem sanguinea também é um fator importante para a criacdo de gatos.
Até mesmo se eles nunca tivessem sido expostos ao sangue tipo A, todos os gatos
tipo B produzem anticorpos contra o sangue tipo A, a partir dos 3 meses de idade.
Isso significa que se uma gata com tipo sanguiineo B acasala com um macho com
tipo sangiineo A, os filhotes que nascem com o tipo A podem ser afetados por
isoeritrolise neonatal como enfermidade, que sédo expostos aos anticorpos tipo A do
leite de sua mae. Até o momento que se pode notar algum sinal de isoeritrélise
neonatal, pode ser muito tarde para salvar os filhotes. Desta maneira, Gatos adultos
para serem usados para criacdo devem ser tipados (machos e fémeas) (ELDREDGE
et al., 2007).

O criador ndo deve permitir que nascam filhotes com diferentes tipos
sanglineos em relacdo a mae. Se estiver criando uma fémea tipo B com um macho
tipo A, deve-se evitar que os filhotes sejam amamentados pela mae. Cuidados com
os filhotes requerem, portanto, uma preparacdo prévia € COompromisso Serio
(ELDREDGE et al., 2007).

A tipagem pode ser feita utilizando reagentes da Universidade da
Pennsylvania nos Estados Unidos da América (EUA) usando amostras sanglineas e
pelo Laboratério Veterinario de genética da Califérnia (EUA) usando um teste
genético. Porém, nos laboratérios tem sido optado realizar os testes de tipagem
sanguinea utilizando uma solucéo de lectina de Triticum vulgaris que aglutinam tipos
sangilineos que possuem antigeno B na membrana de eritrgcitos, e a partir de um
conhecido tipo sangiineo B ira utilizar o plasma que contém anticorpos anti-A para

diferenciar o tipo sangtiineo B do tipo sangtiineo AB (ELDREDGE et al., 2007).



2.3- ISOANTIGENOS DE GRUPOS SANGUINEOS DE SIGNIFICANCIA CLINICA

O sistema de grupo sangiiineo AB € o Unico sistema de antigenos de células
vermelhas conhecido em gatos e contém trés tipos sangulineos: tipo A, B e o raro
tipo AB (AUER; BELL, 1981, GIGER, 2000). Grande numero de antigenos protéicos
e carboidratos complexos estdo presentes na superficie externa dos eritrécitos.
Alguns antigenos estédo presentes em eritrécitos de todos os membros das espécies,
e outros (incluindo isoantigenos de grupo sanguineo) segregados geneticamente,
aparecendo em alguns, mas ndo em todos os membros de algumas espécies.
Isoantigenos de grupos sanglineos sdo detectados sorologicamente nas superficies
de eritrocitos utilizando aglutinacéo ou testes hemoliticos (KANEKO et al., 2008).

Com estudos genéticos detalhados, esses antigenos podem ser colocados
entre grupos sangilineos (sistema de isoantigenos de eritrécitos). Cada grupo
sanguineo possui um lécus individual cromossomal, e cada locus tem de dois a mais
genes alélicos (KANEKO et al., 2008). A maioria dos grupos sangilineos (tais como
o sistema ABO em humanos) deriva sua antigenicidade da composicdo de
carboidratos de glicoproteinas e glicolipidios associados a membrana. Grande parte
dos antigenos é produzida por células eritréides, mas alguns, assim como o grupo J
em bovino, o grupo DEA-7 em cées, 0 grupo R em ovinos, e 0s grupos A e O em
porcos, sdo produzidos por outros tecidos e absorvidos pelo plasma (KANEKO et al.,
2008; PENEDO, 2000).

Metade dos carboidratos especificos presentes nos glicolipidios da membrana
dos eritrocitos constitui 0os principais componentes dos antigenos A e B (ANDREWS
et al., 1992; KANEKO et al., 2008).

Os isoantigenos variam em seu potencial por causarem reacdes
transfusionais quando o sangue é transfundido entre animais incompativeis. Muitos
isoantigenos sao fracos (ndo induzindo anticorpos com altos titulos) ou induzem
anticorpos que ndo atuam em temperatura corporal normal. Felizmente somente
alguns poucos antigenos parecem ser importantes em produzir doenca hemolitica
em animais (KANEKO et al., 2008).



Incompatibilidades no sistema de grupo sanglineo AB de gatos tém sido
identificadas por causarem reacdes transfusionais e isoeritrolise neonatal (AUER,;
BELL, 1983; GIGER; BUCHELER, 1991a; HUBLER et al., 1987). Os isoantigenos A
e B (tipos sanglineos) resultam da acdo de dois diferentes alelos no mesmo lécus
genético, com A sendo dominante em B (KANEKO et al., 2008). Foram
caracterizados bioquimicamente o0s epitopos de carboidratos fundamentando o
sistema AB com o0s 4&cidos sialicos &cido N-glicolineuramico e acido N-
acetilneurdmico, correspondendo ao oligossacarideo e antigeno A e B,
respectivamente, em uma ceramida dihexosideo (ANDREWS et al., 1992; MALIK et
al., 2005). Hemacias de gatos tipo A possuem glicolipidios com radical terminado
com acido N-glicolilneuramico (NeuGc) em suas superficies, considerando que
hemécias de gatos tipo B tém glicolipidios com terminacdo N-acetilneuramico
(NeuAc) em suas superficies como pode ser verificado na figura 1. Devido a enzima
CMPN- hidroxilase acetilneuramico converter NeuAc em NeuGc, tem sido proposto
gue falta esta enzima em gatos tipo B. Gatos raramente expressam ambos
antigenos tipo A e tipo B (tipo AB) em eritrécitos (KANEKO et al., 2008).
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Figural: Representacdo dos isoantigenos de superficie eritrocitaria de felinos domésticos:
A) Estrutura geral do esfingolipidio com o radical oligossacarideo e &cido sidlico
representado pela letra X; B) Radical &cido N-Glicolineuramico; C) Radical &cido N-
Acetilneurdmico. Fonte: NELSON et al. (2004).

De acordo com Griot-Wenk et al. (1996), gatos com tipo sanglineo AB
expressam aspectos bioquimicos de antigenos tipo A e tipo B. Estes autores ainda

citam que o tipo AB ocorre somente em racas em que o tipo B foi também detectado.



Um novo antigeno de grupo sanglineo, descrito como Mik, tem sido relatado
em gatos domésticos de pélo curto que é capaz de induzir uma reacdo hemolitica
transfusional quando hemacias Mik-positivas sao transfundidas em um gato receptor
Mik-negativo que tem naturalmente ocorrente aloanticorpos anti-Mik em seu plasma
(KANEKO et al., 2008; WEINSTEIN et al. , 2007).

2.4- ANTICORPOS DE OCORRENCIA NATURAL

2.4.1- Descrigao e conceito

Embora a descricdo de isoaglutininas em gatos saudaveis tenha sido
realizada no principio do ultimo século, foi a partir da década de 50 que o sistema do
grupo sangliineo comecou a ser caracterizado utilizando estes anticorpos de
ocorréncia natural. Altos niveis de aloanticorpos naturais (também conhecidos como
isoanticorpos) ocorrem em gatos e sdo conduzidos contra antigenos A ou B. Isso é
similar a situacdo do sistema ABO em humanos, mas ao contrario da situacdo em
caes, onde anticorpos sao normalmente formados somente depois da exposi¢cao dos
antigenos dos eritrécitos (MALIK et al., 2005).

Felizmente, anticorpos de ocorréncia natural de significado clinico raramente
ocorrem em animais, conseqientemente, reagdo transfusional para eritrécitos
incompativeis geralmente ndo ocorrem no momento da primeira transfuséo
sanguinea. No entanto, exce¢des podem ocorrer como no caso do sistema de grupo
sangiineo AB em gatos onde gatos positivos tipo B tém anticorpos de ocorréncia
natural anti-A com altos titulos hemoliticos (KANEKO et al., 2008). Estes anticorpos
sdo de grande importancia na pratica clinica porque podem provocar reagfes de
incompatibilidade sangiinea em gatos (ARIKAN; AKKAN, 2004).



Embora os antigenos de superficie dos eritrécitos no sistema de grupo
sangiineo AB felino sejam diferentes daqueles do sistema de grupo sanglineo
humano ABO, gatos também possuem ocorrentes aloanticorpos naturais (também
conhecidos como isoanticorpos) contra o antigeno do grupo sanglineo ausente
(ARIKAN; AKKAN, 2004; ARIKAN et al., 2006).

2.4.2- Formagao dos anticorpos de ocorréncia natural

Alguns sistemas de grupos sangiineos, tais como o grupo ABO em humanos,
0 grupo AB e grupo Mik em gatos, e 0 grupo A em suinos, sdo caracterizados por
anticorpos “naturalmente ocorrentes (TIZARD, 2000; WEINSTEIN et al. , 2007 ). Em
outros grupos sanguineos, tal como o sistema Rh em humanos e a maioria dos
grupos sangiineos em animais, a formacdo de anticorpos resulta de exposi¢ao
prévia a diferentes isoantigenos de eritrécitos via transfuséo, prenhez, ou vacinagéao

com produtos contendo antigenos dos grupos sangiineos (STORMONT, 1982).

Baseado no desenvolvimento precoce e ocorréncia de anticorpos sem a
exposicao prévia de quaisquer antigenos de grupos sanguineos por transfusédo ou
gestacdo, estes anticorpos anti-A e anti-B sdo considerados de ocorréncia natural.
Porém, estes anticorpos sédo consequéncias de determinantes antigénicos que
comumente ocorrem na natureza (BUCHELER; GIGER, 1993; TIZARD, 2002;
WILKERSON et al., 1991). No nascimento, filhotes tipo B ndo possuem anticorpos
detectaveis em seu plasma, mas adquirem altos titulos de anticorpos anti-A durante
os primeiros 2 dias, por meio da transferéncia passiva via colostro de fémeas tipo B.
Estes titulos pouco decrescem durante as primeiras semanas de vida e possuem
uma meia-vida semelhante aos outros anticorpos maternos. Filhotes tipo B nascidos
por ambas fémeas tipo A ou B desenvolverdo anticorpos anti-A entre 6 - 8 semanas
de idade. A razdo para a ocorréncia desses anticorpos ndao é conhecida, mas pode

ser induzida por determinantes antigénicos semelhantes ou idénticos aos que



comumente estdo presentes na natureza, assim como alimentos e antigenos
bacterianos intestinais. Como o0s antigenos do grupo sanguineo AB tém sido
determinados por carboidratos compreendendo estes determinantes (ANDREWS et
al.,, 1992; BUCHELER; GIGER, 1993), a inducdo de anticorpos pode ser de
semelhante circunstancia assim como o grupo sangiineo humano, como o sistema
ABO (BUCHELER; GIGER, 1993)

Como todos os gatos tipo B possuem anticorpos anti-A, é provavel que o0s
anticorpos sejam induzidos por um epitopo natural em que todos os gatos sdo
geralmente expostos na idade jovem. Em humanos, pensa-se que 0s epitopos
responsaveis sao antigenos microbianos presentes em bactérias intestinais, embora
em animais domeésticos a origem destes epitopos ainda ndo estad estabelecida.
(KNOTTENBELT et al., 1999a)

Estudos anteriores mostram que anticorpos derivados maternalmente sao
baixos até a quinta semana de idade, mas que anticorpos anti-B enddgenos nao
estao presentes até a sexta a oitava semana de idade (AUER; BELL, 1981).

Filhotes comegcam a produzir seus préprios anticorpos entre 5 e 7 semanas de
idade, e os anticorpos atingem seus niveis maximos em 2 a 3 meses de idade. Os
titulos baixos descritos em alguns gatos tipo B podem ser reflexos da idade do gato
(BUCHELER; GIGER, 1993; GURKAN et al., 2005).

2.4.3- Anticorpos Anti-A e Anti-B

Em relatos anteriores foram encontrados em gatos de moderados a altos
titulos (geralmente > 1:32) de isoaglutininas anti-A em seus soros, ambos
hemoaglutinando (principalmente IgM) e hemolisando (por fixacdo de complemento;

ambos IgM e IgG). Um terco ou menos dos gatos tipo A possuem anticorpos



circulantes contra células tipo B, e geralmente com apenas poucos titulos (< 1:8),

porém gatos tipo AB ndo possuem isoaglutininas (AUER; BELL, 1981).

De acordo com Biicheler e Giger (1993), na Filadélfia (EUA) nenhum gato
adulto tipo B sem anticorpos anti-A foi encontrado. Esta informacéo confirma
resultados anteriores da Australia e Japdo, apesar destes estudos relatarem que
poucos gatos tipo B ndo apresentaram anticorpos anti-A (AUER; BELL, 1981; EJIMA
et al., 1986).

Bilcheler e Giger (1993) explanam que todos os gatos tipo A possuem
aglutininas anti-B, apesar de usar a microscopia para detectar as reacdes de
aglutinacdo. O envolvimento do anticorpo na reagdo de fraca aglutinacdo foi
confirmado pela positividade do teste de antiglobulina direto. Somente um terco dos
gatos tipo A possuem hemaglutininas e hemolisinas que atingem titulos de 16 e 32,

respectivamente, assim como descritos por Auer e Bell (1981) na Australia.

2.4.4- Atividade hemaglutinante e hemolitica da IgM e IgG

O anticorpo anti-A presente em gatos com tipo sangiiineo B possui um alto
titulo hemolitico e aglutinante do que o encontrado no soro anti-B em gatos com tipo
sangiineo A. A IgM é a maior responsavel pela atividade isoaglutinante. Os
anticorpos anti-A em gatos com tipo sanguineo B estdo associados a titulos fortes
de isoaglutininas e hemoliticos e sdo predominantemente da classe IgM (IKEMOTO;
SAKURAI, 1981; WILKERSON et al., 1991).

De acordo com Bucheler e Giger (1993), Ikemoto e Sakurai (1981) e
Wilkerson et al. (1991b), em estudo sobre as hemaglutininas em gatos tipo B, estes
detectaram aglutinacdo na fracdo IgM do soro anti-A, mas nenhuma aglutinina foi
encontrada para fracdo IgG. Confirmaram a funcdo do IgM na aglutinacdo, mas

incrementaram que encontraram algumas fracas atividades de aglutininas na fracao



IgG apos a filtracdo em gel. Esta fracdo IgG no anti-A pode ser importante na
isoeritrélise neonatal, sendo que os filhotes adquirem os anticorpos maternos da
classe 1gG, mas poucos da classe IgM, via colostro durante os primeiros 2 dias de
vida (BUCHELER; GIGER, 1993; GIGER; BUCHELER, 1991a).

O total de IgM que é absorvido e o titulo de isoaglutinina IgM sera a variavel
importante na isoeritrolise neonatal. Outra variavel importante pode ser o titulo de
isoaglutinina de IgG, uma vez que o colostro contém 70 vezes mais IgG do que IgM.
O IgG felino pode induzir a hemolise e, diferente da IgM e IgA, que tende a ligar
proteinas secretdrias e permanecer no intestino, a IgG é rapidamente absorvida no
intestino (WILKERSON et al.,, 1991; PERRYMAN et al.,, 1973; SCHULTZ et al.,
1974).

A atividade de aglutinacdo pode ser reduzida pelo tratamento por 2-
Mercaptoetanol, indicando que a atividade de isoaglutinina na fracdo foi IgM
(IKEMOTO; SAKURAI1981). Wilkerson et al. (1991) também relatam que a
atividade de isoaglutinina anti-A identificada em soro armazenado de gatos tipo B
consiste principalmente de IgM. Além disso, a atividade de isoaglutinina foi
detectada na fracdo que estava associada com o IgG e que ndo estava contaminada
por IgM. A hemdlise ainda pode ser observada apdés o tratamento em 2-ME e
imunoprecipitagdo. Portanto, as hemolisinas consistem de ambos IgM e 1gG, embora
atividade hemolitica em gatos tipo B aparentemente seja principalmente pela IgM
(BUCHELER; GIGER, 1993). Devido ao armazenamento do soro foi avaliado que é
possivel que a atividade de IgG estivesse presente em somente um gato. Esta
atividade aglutinante pode estar associada a outra classe de anticorpo do que a IgG.
A IgD e IgE néo tém sido identificados no soro felino. A IgA esta presente no soro
felino, porém na porpor¢cdo somente de 1/11 quando comparada com a IgG e, no
soro felino, a IgA esta presente como um dimero com uma pesada molécula de
360,000 Da (SCHULTZ et al., 1974; WILKERSON et al., 1991).

Devido aos fortes anticorpos anti-A, reacdes transfusionais severas tém sido
identificadas somente em gatos tipo B quando recebem sangue tipo A (AUER et al.,
1982; GIGER; AKOL, 1990; WILKERSON et al., 1991). Nas transfusbes
incompativeis, todos os gatos tipo B destroem eritrécitos via hemolise intravascular

mediada por complemento dentre minutos a poucas horas. Todos os gatos tipo B



tém altos titulos de anticorpos IgM e eritrécitos tipo A transfusionados nestes gatos
se ligardo ao IgM que ativara o complexo litico C5-9 resultando em hemodlise
intravascular. Diferentemente, gatos tipo A recebendo sangue tipo B ndo mostram
quaisquer sinais clinicos significativos. Eritrécitos tipo B foram removidos da
circulacdo dentre 5 dias, justificando a ineficaz transfusdo, pois revestindo-se os
eritrocitos tipo B com anticorpos anti-B da classe 1gG e IgM had uma destruicdo das
células transfusionadas mediadas por macréfagos. O titulo hemolisante de
anticorpos IgM em gatos tipo A é aparentemente muito baixo para causar hemalise
intravascular severa (BUCHELER; GIGER, 1993).

Na Australia, 96% das amostras de plasma tipo B examinadas possuem fortes
aglutininas e hemolisinas, com titulos maiores ou iguais a 64 para aglutininas e
maiores ou iguais a 512 para hemolisinas. Entretanto, somente 35% das amostras
de plasma tipo A tém atividade aglutinante e hemolitica. Portanto, reacdes
transfusionais severas em gatos tipo B recebendo sangue tipo A (AUER; BELL,
1981; AUER et al., 1982; BUCHELER, GIGER, 1993; GIGER; AKOL, 1990; GIGER;
BUCHELER, 1991a) e isoeritrélise neonatal causada por anticorpos colostrais anti-A
de gatas tipo B transferidos para filhotes tipo A tém sido descritos (BUCHELER,;
GIGER, 1993; CAIN; SUZUKI, 1985; HUBLER et al., 1987, GANDOLFI, 1988;
JONSSON et al., 1990).

2.4.5- Anticorpos incompletos

Por definicdo, anticorpos incompletos, ndo aglutinantes, sdo aqueles que se
ligam a hemacias que possuem antigenos especificos, mas ndo as aglutinam em
meio salino. Anticorpos IgM, ditos completos (ou aglutinantes), sdo capazes de
aglutinar heméacias nessas condi¢cfes. Os anticorpos incompletos necessitam de um

mecanismo artificial de producdo da aglutinacdo, ja que, por serem pequenas



moléculas, ndo conseguem superar as forcas de repulsdo entre as heméacias
(GIRELLO; KUHN, 2002).

Em 1945, Coombs, Mourant e Race demonstraram que, sensibilizando-se
animais (cabras ou coelhos) com injecdes de imunoglobulinas humanas, haveria
producdo de anticorpos contra as fragbes Fc dessas imunoglobulinas. Portanto, o
soro de Coombs contém anticorpos anti-anticorpos humanos (conhecidos como anti-
globulinas humanas) (GIRELLO; KUHN, 2002).

Como esses anticorpos podem reagir com qualquer imunoglobulina humana
(ndo somente eritrocitarias), no teste de antiglobulina humana € necessario lavar as
hemécias apds a etapa de sensibilizacdo e antes de acrescentar-se 0 sorzo de
Coombs ou as antiglobulinas, a fim de se remover qualquer trago de soro ou plasma,
deixando-as recobertas apenas com os anticorpos especificos (GIRELLO; KUHN,
2002).

Entretanto, todos os gatos com tipo sangliineo A possuem aglutininas anti-B,
embora a avaliacdo microscépica seja necessaria normalmente para a deteccao de
reacOes de aglutinacdes fracas. As vezes até mesmo na avaliagdo microscopica n&o
€ possivel detectar sequer alguma reacdo de aglutinacéo. O anticorpo envolvido nas
reacdes de aglutinacbes fracas, ou capaz de se ligar ao antigeno eritrocitario e
incapaz de promover alguma aglutinagcdo, pode ser confirmado pelo teste de
antiglobulina direta ou Coombs direto (AUER; BELL, 1981; BUCHELER; GIGER,
1993).

2.5- IMPORTANCIA CLINICA DA TIPAGEM SANGUINEA EM GATOS

A presenca de reacdes transfusionais severas em gatos tipo B recebendo
sangue do tipo A (AUER et al., 1982; GIGER; AKOL, 1990; GIGER; BUCHELER,
1991; WILKERSON et al., 1991) e de isoeritrélise neonatal causada por anticorpos



anti-A colostrais de gatas tipo B transferidos para filhotes tipo A tem sido descrita
(BUCHELER; GIGER, 1993; CAIN; SUZUKI, 1985; GANDOLFI, 1988; GIGER, 1991;
HUBLER et al., 1987; JONSSON et al.,, 1990). O conhecimento sobre os tipos
sanguineos de diferentes espécies é de grande importancia na medicina veterinaria,
visto que uma transfusdo sangiinea incompativel pode resultar em uma reacéo
transfusional hemolitica severa e até levar o animal a morte, em alguns casos
(HOHENHAUS, 2004).

2.5.1- Reacdes de incompatibilidade sangiinea

2.5.1.1- Reac0es transfusionais hemoliticas

As transfusdes de sangue sao realizadas em felinos domésticos por varias
razdes, o emprego da transfusdo é na sua maior parte devido a anemia por perda de
sangue, anemia hemolitica e anemia devido a insuficiéncia medular. Outra indicacéo
ocasional inclui metahemoglobinemia severa, pela intoxicagdo por paracetamol
(BARFIELD; ADAMANTOS, 2011). Transfusdo para anemia por insuficiéncia
medular é mais comum em gatos do que em cdaes, possivelmente por causa da
ocorréncia comum, de insuficiéncia renal cronica e infec¢des retroviréticas em gatos
(HOHENHAUS, 2004; KERL; HOHENHAUS, 1993). A anemia representa um desafio
em termos de estabelecimento e apoio ao paciente. Administracdo apropriada da
transfusdo permite ao clinico mais tempo para investigar, diagnosticar e tratar a
causa subjacente (BARFIELD; ADAMANTOS, 2011).

Devido a presenca de aloanticorpos de ocorréncia natural clinicamente

relevante e da inexisténcia de doadores universais em felideos, a compatibilidade



eritrocitaria entre doador e receptor € obrigatéria até mesmo na primeira transfuséo
sanguinea (MARQUES, 2010).

Incompatibilidade de tipo sangliineo pode causar potencialmente reacfes que
ameacam a vida em duas situacdes. A primeira reacdo de incompatibilidade é a
reacdo hemolitica transfusional, que esta associada com uma anemia hemolitica
severa, choque anafilatico, e morte, especialmente quando um gato tipo B recebe
sangue tipo A (AUER; BELL, 1983, GIGER; BUCHELER, 1991). Estas reagdes
podem ser evitadas por tipagem do doador e gatos receptores antes da transfusdo e
pela administracdo de sangue tipado (GIGER; BUCHELER, 1991, GIGER 2000).

A severidade das reac¢fes transfusionais depende dos titulos de aloanticorpos
do sangue do receptor (GIGER; BUCHELER, 1991; WILKERSON et al., 1991). E
estabelecido que gatos tipo B tém altos titulos de isoaglutininas de ocorréncia
natural contra células tipo A, e gatos tipo A geralmente tém baixos titulos de
isoaglutininas contra eritrécitos tipo B (AUER; BELL, 1981; GIGER et al., 1989;
KNOTTENBELT et al., 1999a; ARIKAN; AKKAN, 2004). Em contraste, gatos com
tipo sangiiineo AB ndo possuem aloanticorpos em seus plasmas. Quando um gato
tipo B ¢é transfundido com sangue tipo A, podera ocasionar em reacles
transfusionais severas. Como 0s gatos tipo A possuem baixos titulos de anticorpos
anti-B em seus plasmas, ocorrerdo reacfes transfusionais menos severas quando

um gato tipo A é transfundido com sangue tipo B (GURKAN et al., 2005).

Portanto, sabe-se que o sangue do doador devera ser compativel com o
sangue do receptor, sendo estes felinos com o mesmo tipo sanguineo, ou até
mesmo o receptor ser universal, no caso com o tipo sangiineo AB, podendo assim
receber sangue tanto de felinos com tipo sangliineo A quanto tipo sangulineo B, pois
o receptor AB ndo possui aloanticorpos naturais contra antigenos de membrana
eritrocitarios, embora hemolise intravascular possa acontecer no caso do tipo AB
receber sangue de felinos tipo B que possuem altos titulos de aloanticorpos (GRIOT-
WENK et al., 1996; HOHENHAUS, 2004). A figura 2 ilustra muito bem os receptores

e doadores ideais apds a determinacdo dos grupos sanglineos destes animais.



Figura 2. Transfusdo sangiiinea em felinos domésticos: doadores e receptores
compativeis e ideais para a realizacdo da transfusdo sanguinea. O tracejado consiste que o
receptor tipo AB ndo apresenta aloanticorpos de ocorréncia natural e que pode receber
sangue de ambos os tipos sangliineos A e B. Fonte: Pinto, Anderson Barros Teixeira.
Montagem realizada em 17 de fevereiro de 2011.

2.5.1.2 — Isoeritrélise Neonatal

A segunda reacdo de incompatibilidade é a isoeritrélise neonatal felina, que
ocorre quando filhotes tipo A ou tipo AB sdo amamentados por uma fémea tipo B. A
isoeritrolise neonatal é causada pela absorcao de aloanticorpos anti-A que ocorrem
naturalmente no colostro de fémeas tipo B (ARIKAN et al., 2006). Apds a ingestao,
estes anticorpos causam destruicdo eritrocitdria extravascular pelo sistema
mononuclear fagocitico e hemolise intravascular por complemento. Pelo fato de nao
ocorrer a transferéncia placentaria de anticorpos, geralmente os filhotes nascem
saudaveis e fortes, mas depois da ingestdo do colostro, aparecem 0s sinais clinicos
em poucas horas ou dias. Alguns podem morrer em poucas horas sem a presenca



de sinais clinicos. Outros param de mamar nos primeiros dias de vida e se
enfraguecem (MALIK et al., 2005; SILVESTRE-FERREIRA; PASTOR, 2004).

Estes anticorpos sao apenas transferidos por meio do colostro para o filhote
durante o primeiro dia de vida e causa destruicdo das células vermelhas de filhotes
tipo A ou tipo AB. Quando os anticorpos anti-A da mae tipo B sé&o absorvidos na
area gastrointestinal do filhote tipo A ou AB, resulta em hemolise (CASAL et al.,
1996; GIGER; CASAL, 1997).

Se filhotes com tipo sanguineo A ou tipo AB nascem de uma fémea tipo B,
anticorpos colostrais se ligardo aos eritrécitos e os lisardo no recém-nascido. A
hemolise pode ocorrer intravascularmente assim como extravascularmente
resultando em anemia, hemoglobindria, ictericia e morte. Todavia, todos os gatos
tipo B adultos possuem altos titulos de aloanticorpos, filhotes tipo A de fémeas
primiparas tipo B estdo em risco na ocorréncia de Isoeritrélise neonatal. Os sinais da
isoeritrolise neonatal podem ser hiperagudos, agudos ou subclinicos. Os autores
identificaram varios filhotes tipo A que tém como anormalidade laboratorial apenas
anemia e teste de Coombs positivo, mas nenhuma evidéncia clinica de isoeritrolise
neonatal. Os fatores que determinam a severidade de hemdlise ndo foram
identificados. Além disso, eritrocitos dos filhotes com isoeritr6lise neonatal foram
Coombs positivo tanto para IgM quanto IgG. Em estudos anteriores altos titulos de
IgG foram encontrados em colostro de gatas tipo B, considerando que a
concentracdo de IgM colostral foi baixa. Ainda se observou que filhotes
sobreviventes raramente podem desenvolver necrose em rabo entre uma e trés
semanas apos o parto, na qual foi observado por varios autores (BUCHELER,
GIGER, 1993; GANDOLFI, 1988; JONSSON, 1990).

Os eritrocitos ligados a IgM nestes filhotes podem causar uma reagdo por
aglutininas frias com microaglutinacdo e estase vascular em locais onde a
temperatura € mais baixa e que pode resultar na necrose de rabo. Importantes
variaveis para o desenvolvimento de sinais clinicos de isoeritrolise neonatal podem
ser o resultado do tempo de ingestdo compreendido do colostro, titulo de IgG,
permeabilidade intestinal para anticorpos e a atividade do sistema fagocitico no
neonato (BUCHELER, GIGER, 1993).



A presenca de isoaglutininas 1gG pode ter significancia na fisiopatologia da
isoeritrélise neonatal. Cogita-se que devido a absorcéo intestinal de isoaglutininas
anti-A e isohemolisinas transferidas passivamente da fémea no colostro sdo as
causas da isoeritrdlise. As isoaglutininas anti-A estdo presentes sem nenhuma
sensibilizacdo prévia, a isoeritrélise neonatal pode ocorrer na primeira gestacédo. A
isoeritrélise neonatal clinica, contudo, ndo € uma reacao obrigatoria, e os filhotes
tipo A nascidos por fémeas tipo B podem nd&o apresentar sinais clinicos. —
(WILKERSON et al., 1991).

Como sinais clinicos da isoeritrélise neonatal, os filhotes podem apresentar
sinais agudos como hiperhemoglobinemia, hemoglobindria severa, relutancia ao
amamentar, ictericia, anemia ou podem desenvolver um curso subclinico geralmente
em associagcdo com caracteristicas de necrose de extremidade no rabo (até trés
semanas pos-parto), deduzido devido ao envolvimento de reagcdo ndo expressiva de
isoaglutininas (MALIK et al., 2005).

Reacbes experimentais em células tipo B em filhotes tipo B ao adquirirem
anticorpos anti-B de gatos tipo A com titulos de hemaglutininas de 8 tém
comprovado a causa transitoria de reacdes transfusionais moderadas,
caracterizadas por desconforto, desatencao, taquicardia e taquipnéia. Pode ser
notado, no entanto, que a isoeritrélise neonatal sintomatica ndo é obrigatoriamente
um fenébmeno em filhotes tipo A nascidos de fémeas tipo B, e sinais podem variar de
agudo (com morte subita) a inaparentes (KNOTTENBELT et al., 1999a; MALIK et al.,
2005).

Acredita-se gque a isoeritrolise neonatal seja a causa principal da sindrome do
filhote enfraquecido levando a morte do filhote. A isoeritrolise neonatal pode ser
prevenida por marcagbes de incompatibilidade sangtiinea entre fémeas tipo B ou
machos tipo AB e evitar o acasalamento de fémeas tipo B com machos tipo A. Outra
forma de prevengdo é remover os filhotes tipo A ou AB da fémea tipo B no
nascimento, antes dos cuidados iniciais, e ser alimentados por uma fémea tipo A ou
substituir por leite comercial pelas primeiras 16 a 24 horas de vida (ARIKAN et al.,

2006; GIGER; BUCHELER, 1991a; SILVESTRE-FERREIRA; PASTOR, 2004).



2.6- TIPAGEM SANGUINEA E TESTE DE CONTRATIPAGEM

As amostras sanglineas sdo coletadas em tubos contendo EDTA como
anticoagulante. As amostras sdo mantidas a 4°C até a analise, e sao tipadas em até
4 dias apos a coleta, como descrito por Bucheler e Giger (1993) e Arikan e Akkan
(2004).

Normalmente o tipo sanguineo A é identificado usando soro ou plasma de um
gato tipo B que possuira anticorpos anti-A capaz de aglutinar hemaéacias que
possuem antigenos eritrocitarios que definem o tipo sanglineo A, enquanto o
sangue tipo B normalmente é identificado utilizando o Triticum vulgaris que possui
uma lectina ou aglutinina capaz de se ligar especificamente ao terminal do &cido
acetilneuramico (NeuAc) de uma proteina de membrana eritrocitaria de 50 Kda dos
eritrécitos tipo B (ARIKAN; AKKAN, 2004; BUTLER et al., 1991; GRIOT-WENK et al.,
1993).

A albumina plasmatica pode intensificar a aglutinagdo por diminuir o potencial
zeta entre as células. A superficie das células vermelhas possui cargas elétricas
negativas devido a presenca de Aacidos sidlicos na membrana. A adicdo de
macromoléculas de mesmo modo como a albumina do soro pode diminuir a repulséo
natural entre as células, favorecendo a aglutinacdo. Por essa razdo, a proteina,
usualmente a albumina sérica bovina (BSA), é rotineiramente incluida nos reagentes
de tipagem sanguinea humana para detectar os denominados anticorpos de fase
albumina (MEDEIROS et al., 2008).

As amostras de plasma armazenadas de varios gatos domeésticos de racas
puras e de pélo curto sdo usadas para ensaios “in vitro” de aglutinagdo ou
contratipagem como anteriormente descrito (BUCHELER et al., 1993; GIGER et al.,
1989).

A aglutinacdo é graduada de 0 a 4+, com 0 sendo utilizada para amostras

sem nenhuma aglutinacédo e 4+ sendo uma aglutinacdo semelhante a um grumo.



Estes padrbes de aglutinacdo poderdo ser usados tanto para ensaios de tipagens
guanto para o0s ensaios de contratipagem dos plasmas armazenados como descrito
por Bucheler e Giger (1993).

2.7- TITULACOES DOS ANTICORPOS ANTI-A E ANTI-B

Apesar de numerosos relatos documentandos sobre as variacdes geograficas
e entre racas na prevaléncia dos tipos sangiineos felinos (HOLMES, 1950;
EYQUEM et al., 1962; AUER; BELL, 1981; GIGER et al., 1989; GIGER et al., 1991,
KNOTTENBELT et al., 1999a), a distribuicdo e titulo de anticorpos de ocorréncia
naturais tém sido pouco investigados no Brasil (LACERDA et al., 2008). De acordo
com Arikan e Akkan (2004) e Knottenbelt et al. (1999a), os titulos de anticorpos nao

variam entre os sexos dos gatos.

A severidade clinica de uma reacdo transfusional tem sido relacionada aos
titulos de aloanticorpos no receptor. Os titulos minimos requeridos para resultarem
em reacdes transfusionais de diferentes severidades nao tém sido determinadas. Os
titulos de aloanticorpos sdo também importantes para determinar a severidade de
isoeritrélise neonatal (GURKAN et al., 2005; KNOTTENBELT et al., 1999a).

E estabelecido que gatos tipo B tém altos titulos de isoaglutininas contra
células tipo A, e gatos tipo A tém geralmente baixos titulos de isoaglutininas contra
eritrocitos tipo B (ARIKAN; AKKAN, 2004; AUER; BELLI, 1981; GIGER et al., 1989;
GURKAN et al., 2005; KNOTTENBELT et al., 1999a).



2.8- TRATAMENTO COM 2-MERCAPTOETANOL

O tratamento do soro ou plasma com agentes redutores como 2-
mercaptoetanol (2-ME), ditiotreitol (DTT) ou isbmeros ditioeritritol (DTE), é usado
comumente na sorologia dos grupos sanguineos para distinguir anticorpos IgG e IgM
assim como, se a atividade dos anticorpos € anulada. E praticamente certo que os
anticorpos em questéo sao da classe IgM (MOLLISON et al.,2005).

O anticorpo anti-A presente em gatos com tipo sangliineo B possui alto titulo
hemolitico e aglutinante do que o encontrado no soro anti-B em gatos com tipo
sanguineo A. lkemoto e Sakurai (1981) relataram que a IgM foi responsavel pela
atividade isoaglutinante. Os anticorpos anti-A em gatos com tipo sangiineo B estdo
associados a titulos fortes de isoaglutininas e hemoliticos e sdo predominantemente
da classe IgM (WILKERSON et al., 1991).

A destruicao das ligacdes dissulfeto do IgM é realizada com tratamento com
2-Mercaptoetanol para remover a atividade do IgM do soro. Partes iguais de soro e
2-mercaptoetanol com PBS s&o incubados a 37°C por 1 hora para que a reacao
ocorra, e reduza os niveis de aloanticorpos na amostra devido a reducéo da IgM no
plasma, reduzindo assim portanto os titulos de aloanticorpos na amostra. (ADLER,;
FRANK, 1965; BUCHELER; GIGER, 1993).

A atividade da aglutinacdo em plasma felino pode ser removida depois da
exposicao ao 2-Mercaptoetanol (2-ME) e imunoprecipitacdo com anti-IgM, portanto a
aglutinina em gatos tipo A e tipo B é predominantemente do tipo IgM. A atividade
hemolitica foi encontrada em ambas as fracdes IgM e IgG depois da filtracdo em
gel. Hemolise ainda pode ser observada apdés o tratamento em 2-ME e
imunoprecipitacdo. Portanto, as hemolisinas consistem de ambos IgM e 1gG, embora
atividade hemolitica em gatos tipo B aparentemente seja principalmente pelo IgM
(BUCHELER; GIGER, 1993).



3- MATERIAL E METODOS

3.1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O projeto foi submetido & Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e aprovado sob protocolo
n° 92,

3.2- AMOSTRAGEM

Foram coletadas amostras sanglineas de 100 gatos independentes de raca,
sexo e idade em Campos dos Goytacazes, RJ. Os animais foram oriundos de: 1)
atendimentos clinicos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF); 2) animais mantidos em gatis em diferentes locais da cidade; e
3) atendimentos pessoais. Todos os animais utilizados tiveram consentimento dos
proprietarios, e as amostras sanguineas foram obtidas de acordo com bem-estar
animal e principios éticos. O sexo, idade, raca, exame fisico, histdérico e anamnese

foram registrados.



3.3- COLETA E REALIZACAO DO EXPERIMENTO

Para a realizacdo do experimento e aprendizado de todas as técnicas , 0
treinamento nos laboratérios de Hematologia e Biologia Molecular no Centro de
Ciéncias e Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio Janeiro (UFRJ) foi
essencial para adquirir conhecimento tedrico e pratico, aprendendo as técnicas de
tipagem sanglinea e titulac6es. ApGs o treinamento todos os experimentos foram

realizados no setor de Patologia Clinica /Hospital Veterinario/UENF.

A coleta foi realizada por flebocentese cefalica e a amostra sangiinea (1,0 -
2.0 ml) armazenada em tubos contendo Etileno Diaminotetracético Tripotassico
(EDTA K3). As amostras sanglineas foram transportadas em frasco (Vacuette®) e
armazenadas a 4°C até que o tipo sanguineo fosse executado como proposto por
Blcheler e Giger (1993) no setor de Patologia Clinica/LCCA/ Hospital
Veterinario/UENF.

3.4- PREPARO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras armazenadas em tubo EDTA K; ao chegarem ao setor foram
imediatamente centrifugadas por 5 minutos a 0,59 X 10* G (1500 RPM) para
obtencédo do precipitado das células sanguineas. Foi retirado com uma pipeta semi-
automatica 100 pL da papa de hemacias do precipitado das amostras, sendo

colocado este volume em tubo Falcon graduado de 15 mL.

Posteriormente foram realizadas as lavagens de hemacias adicionando 3 mL
de tampéo salino fosfato (PBS) a 0,9% com pH de 7.2 em cada tubo Falcon. As

solugdes foram homogeneizadas e colocadas em centrifuga a 0,59 X 10* G (1500



RPM) por 5 minutos iniciando a primeira lavagem de hemacias. Ap0Os a precipitacédo
das células vermelhas na solucéo, foi removido o sobrenadante com pipeta Pasteur
e adicionado mais 3 mL de PBS, e homogeneizado novamente. Este protocolo
seguiu-se por mais duas vezes para completar as trés lavagens das hemacias como
sugerido por Knottenbelt et al. (1999b). A figura 3 apresenta a amostra de hemacias

durante as lavagens.

Figura 3: A amostra durante as lavagens em solu¢cdo em PBS a 0,9%, armazenadas em
tubo graduado Falcon. Fonte: Pinto, Anderson Barros Teixeira, setor de Patologia clinica
veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/lUENF/ 18 de novembro, 2010.

Finalizando a terceira lavagem o sobrenadante foi totalmente retirado para se
formar a suspensao de hemacias a 5% pelo protocolo descrito por Knottenbelt et al.
(1999b). Juntamente aos 100 uL de hemacias foi adicionado ao tubo Falcon 1,9 mL
de PBS, somando assim 2 mL de solucdo, por sua vez formando a suspensédo de
hemécias a 5%, ap0s a homogeneizacao.

3.5- TIPOS SANGUINEOS E PROVA DE CONTRATIPAGEM POR AGLUTINACAO



3.5.1- Tipagem sangtiinea das amostras sangiineas

O tipo sanglineo B pode ser determinado usando uma solucdo de lectina de
Triticum vulgaris como estabelecido por Griot-Wenk e colaboradores (1993). Esta
lectina € uma aglutinina que induz a aglutinacdo preferencialmente de eritrécitos do
sangue tipo B ou AB, reagindo com &cido acetilneuramico (NeuAc) presente

especificamente nestes eritrocitos que contenham o antigeno B.

No entanto, apesar do antisoro dos gatos tipo A ndo serem apropriados e
seguros para determinar o tipo sangiiineo B como descrito por Arikan e Akkan
(2004), isso pode ser ajustado quando se utiliza o antisoro de gatos tipo A, que sao
titulados e demonstrados que sdo capazes de promover hemaglutinacdo por conter
anticorpos anti-B suficientes para promover esta reacdo as hemacias de gatos com
tipo sanguineo B quando verificados em microscopia Optica. Este método €
comprovado por Bucheler e Giger (1993) e Knottenbelt et al. (1999a) quando
relataram que alguns soros de gatos tipo A sdo capazes de aglutinar células
vermelhas tipo B quando verificadas em nivel microscopico. O tipo sangiineo A
pode ser determinado utilizando o antisoro de um felino tipo B que contenham

aloanticorpos anti-A capaz de aglutinar hemacias que contenham o antigeno A.

Os plasmas que serviram como reagentes de trabalho e que foram
preparados para a realizacdo da tipagem sanglinea foram devidamente titulados
para melhor contribuir com resultados dos testes. Para a utilizagdo de um plasma
anti-B (que contenham aloanticorpos anti-B) como reagente de trabalho foi utilizado
aquele que apresentou maior titulo dentre as amostras selecionadas inicialmente
(titulacéo 4) dos gatos com tipo sangtineo A, desta forma sendo capaz de promover
reacdes de aglutinacdo de hemacias que contenham antigeno B. Para a utilizacéo
de um plasma anti-A (que contenham aloanticorpos anti A) como reagente de
trabalho foi selecionado aquele que apresentou titulagdo 64 dos gatos com tipo
sanglineo B, capaz de promover reacdes de aglutinacdo com hemacias que
contenham antigeno A.



Foram utilizados dois tubos para realizacdo da tipagem sanguinea, sendo
estes para cada amostra sangiinea. Um tubo conteve um plasma anti-B de um gato
tipo A conhecido e outro tubo conteve plasma anti-A de um gato tipo B conhecido.
No tubo definido anti-B continha 25 pL de plasma anti-B capaz de aglutinar
hemacias com antigeno B e no tubo definido como anti-A continha 25 yL de plasma
anti-A capaz de aglutinar hemacias com antigeno A. Em cada um dos dois tubos foi
adicionado 25 pL de suspensao de hemacias a 5% de cada felino para realizacéo da
tipagem sangiinea. Apds o preparo da solucdo dos plasmas reagentes com a
suspensao de hemacias de cada felino os tubos foram colocados em banho-maria a
37°C por 30 minutos, para evidenciar algum padrao de aglutinagdo. Os padrdes de
aglutinacdo nos tubos foram visualizados macroscopicamente e marcados em graus
de aglutinacédo da seguinte forma: 0 (nenhuma aglutinacdo) a 4+ (forte aglutinagéo),
de acordo com Bicheler e Giger (1993).

Aqueles que tiveram nenhuma aglutinacdo foram novamente centrifugados a
0,59 X 10* G por 30 segundos e visualizados em microscopia 6ptica em objetiva com
aumento de 40 vezes, adicionando 20 pL da solucdo em lamina de microscopia e
laminula, para assim confirmar se houve aglutinagdo como proposto por Blcheler e
Giger (1993), principalmente da reacdo anti-B, na qual sdo incapazes de promover
aglutinacdes suficientes de serem visualizadas macroscopicamente, onde possui

baixos titulos de aloanticorpos quando comparado com os titulos do plasma anti-A.

Apés a realizacdo da tipagem sanglinea, todos os plasmas dos felinos
avaliados, com o0s grupos sanguineos identificados, foram separados e
armazenados a -20 °C como de acordo com Gurkan et al. (2005) para posterior

realizacéo dos testes de contratipagem e titulacdo dos aloanticorpos.

3.5.2- Contratipagem dos plasmas armazenados



A prova cruzada foi um procedimento utilizado em todas as amostras para
realizacdo da confirmacdo das tipagens previamente realizadas. Portanto, foram

utilizados todos os plasmas armazenados dos gatos tipados.

Esta contratipagem foi executada para cada amostra descrevendo os trés
tubos como A, B e controle. 25 pL de suspensao de hemécias a 5% de conhecido
tipo A e B foram acrescentados a tubos 1 e 2, respectivamente. 25 pyL de soro néo
diluido de cada gato foram adicionados e misturados suavemente nos dois tubos. O
controle negativo foi obtido misturando os proprios eritrécitos do gato e seu soro.
Foram observados resultados de hemaglutinacdo depois de 30 minutos de

incubacédo a 37°C, para confirmacéo das tipagens sanguineas.

Para a realizacdo deste procedimento da prova cruzada, todos os plasmas
foram convertidos em soro adicionando célcio na concentracdo de 0.20 M no plasma
e colocando o preparo em banho-maria a 56°C por 30 minutos. Posteriormente, os
microtubos com os soros convertidos foram centrifugados a 0,59 X 10* G por 5
minutos para sedimentacao da fibrina, para a separagéo do soro para realizacao das

andalises.

3.6- CONFIRMACAO DA TIPAGEM COM A PROVA DA LECTINA (proteina

aglutinina de Triticum vulgaris)

Os testes de aglutinacdo com a utilizagdo da solugcdo de lectina, para
confirmacgédo, foram executados em algumas amostras selecionadas
randomizadamente em tubos atendendo as condi¢cdes usadas pelos protocolos
comerciais. Todas as aliquotas escolhidas com sangue total (25 L) foram colocadas
em tubos de vidro e misturadas com um volume da mesma proporcéo de solucéo de
lectina T.vulgaris (100ug/ml) em tampéo salino de fosfato (PBS), pH 7.2. Depois da
incubagao em banho-maria a 37°C durante 30 minutos, os tubos foram centrifugados

a 0,59 X 10* G por 30 segundos e a aglutinacéo de eritrocitos foi registrada como



positiva (tipo B ou AB) ou negativa (tipo A) por inspecédo visual depois de misturar
suavemente a solucdo nos tubos. Desta forma, obteve a confirmacdo das tipagens
anteriormente realizadas com aloanticorpos naturais selecionados como reagentes
para tipagem. A utilizacdo do sangue total foi com intuito de empregar a albumina
plasmatica para intensificar a aglutinacao dos eritrécitos, reduzindo a repulséo entre

estas células.

3.7- TITULACOES DOS ALOANTICORPOS ANTI-A E ANTI-B

A titulacdo foi realizada em microplaca de 96 pocos, e foram utilizados os
plasmas armazenados de conhecidos anti-B e anti-A e suspensdes de hemacias a

5% de conhecidos sangues tipo A e tipo B.

Seguiu-se o protocolo realizado por Knottenbelt et al. (1999a) e foi realizada a
titulacdo por técnicas manuais de aglutinacéo direta quantitativa dos plasmas anti-A
e anti-B armazenados. Primeiramente, foi adicionado na primeira coluna 50 pL de
plasmas anti-A ou anti-B dos gatos nas fileiras correspondentes a cada amostra de
plasma (fileira A a H). A partir da segunda coluna até a décima segunda coluna foi
adicionado em todas as fileiras 25 L de tampao salino fosfato (PBS) a 0,9% com pH
7.2. Desta forma foram diluidos os plasmas, inicialmente retirando 25 pL dos
plasmas e transferindo para o pogo seguinte a direita, e assim repetindo o
procedimento transferindo 25 pL para 0s pogos seguintes, para formar as diluices
dos plasmas ao PBS de 1:2 a 1:2048. Posteriormente, foi adicionada a cada fileira a
suspensdo de hemacias de determinado tipo sanglineo, como suspensdo de
hemacias de um felino tipo B sendo adicionado em plasmas que contenham anti-B e
suspensdo de hemécias a 5% de um felino tipo A sendo adicionado em plasmas

anti-A. O procedimento da titulacdo é representado de forma resumida na figura 4.

Apbs o preparo de todas as diluicbes para a titulagdo, a microplaca foi

colocada em estufa de incubacdo a temperatura de 37°C por 30 minutos. A



microplaca depois foi acondicionada e refrigerada a 4°C, para assim reforcar a
aglutinacéo, pois a atividade aglutinante é inversamente proporcional a temperatura

como descrito por Bucheler e Giger (1993).

1 2 25 uL de Salina PBS
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Deve-se diluir os plasmas (coluna 1) nas solugdes de salina PBS (a partir da coluna 2),

Depois da incubagdo das diluigdes, sera adicionado a suspensado com determinado tipo

sanguineo adicionando a todos os pogos de cada fileira 25 ylde cada suspensao de hemacias

retirando 25 pL do plasma e aplicando nos pogos a direita onde contém PBS ( na coluna
< 3 2), homogeneizar com a pipeta. Posteriormente retirar 25 pl dos pogos da 2* coluna e
aplicar aos pogos seguintes e homogeinizar, e assim devera ser feito até o pogo da 11*

coluna. A 12* coluna somente contera o PBS.

Figura 4: Resumo da titulacdo dos aloanticorpos anti-A e anti-B por técnicas manuais de
aglutinacao direta quantitativa nos plasmas dos felinos armazenados em microplaca. Fonte:
Pinto, Anderson Barros Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital
Veterinario/lUENF/ 18 de fevereiro, 2011.



3.8- TITULACOES DOS ALOANTICORPOS ANTI-A E ANTI-B SOB TRATAMENTO
COM 2-MERCAPTOETANOL (2-ME)

As titulagdes dos aloanticorpos sob tratamento com 2-Mercaptoetanol (0,2 M)
foram realizadas em microplaca com 96 pocos. Primeiramente, foi adicionado na
primeira coluna 50 pL de plasmas anti-A ou anti-B dos gatos nas fileiras
correspondentes a cada amostra de plasma. A partir da segunda coluna até a
décima segunda coluna foi adicionado em todas as fileiras 25 pL do reagente 2-
Mercaptoetanol. Desta forma foram diluidos os plasmas, inicialmente retirando 25 pL
dos plasmas e transferindo para o poco seguinte a direita, e assim repetindo o
procedimento transferindo 25 pL para 0s pog¢os seguintes, para formar as diluices
dos plasmas ao 2-ME de 1:2 a 1:2048. Em seguida a microplaca foi mantida em
estufa de incubacédo a temperatura de 37°C por 30 minutos. Resumidamente este

protocolo pode ser verificado na figura 5.
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Deve-se diluir os plasmas (coluna 1) nas solucdes em Mercaptoetanol (a partir da
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coluna 2), retirando 25 ubL do plasma e aplicando nos pocos a direita onde contém 2-
Mercaptoetanol ( na coluna 2), homogeneizar com a pipeta. Posteriormente retirar 25
3 uL dos pocos da 22 coluna e aplicar aos pocos seguintes e homogeinizar, e assim
deverd ser feito até o poco da 112 coluna. A 122 coluna somente conterd o 2-
Mercaptoetanol. Apds as diluicdes, manter a microplaca incubada a3 37°C por 30

minutos.

Figura 5: Resumo da titulacdo com 2-Mercaptoetanol dos aloanticorpos anti-A e anti-B por
técnicas manuais de aglutinagdo direta quantitativa dos plasmas armazenados em
microplaca. — Diluicbes dos plasmas em 2-Mercaptoetanol. Fonte: Pinto, Anderson Barros
Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/UENF/ 18 de
fevereiro, 2011.



Posteriormente, foi adicionado a cada fileira 25 pL suspensédo de hemacias a
5% de determinado tipo sanglineo (representado em cada fileira por letra da
microplaca), como suspensédo de hemacias de um felino tipo B sendo adicionado em
plasmas que contenham anti-B e suspensédo de hemacias de um felino tipo A sendo
adicionado em plasmas anti-A. O procedimento completo da titulacdo em 2-ME é

representado de forma resumida na figura 6.

1:2 1:4 |18 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024 | 1:2048

o
® @
@ ® @ @
o ® @ @
® ® @ @
@ e @ @
® @
@® @
@ @
® @
@ @
@ @

@ @
@ @

@ @
@ @

E }j
@
(
®
®
B
®
@
®
@

(5%)e novamente colocar em incubacéo por 30 minutos.
1=
|
{

@ @ @

@ @

@ @
® @ @

" ,/ ’/
L)

e @
@ @

@ @
@ @

=1 G 9/

25 .-',;-‘ \
uL—’H ,/,/

@
B
@
@
@
@
@
@
@

Depois da incubagéo das diluigdes, sera adicionado a suspensdo com determinado tipo
sangulneo adicionando a todos os pogos de cada fileira 25 plde cada suspens@o de hemacias

Figura 6: Resumo da titulagdo com 2-Mercaptoetanol dos aloanticorpos anti-A e anti-B por
técnicas manuais de aglutinacdo direta quantitativa dos plasmas armazenados em
microplaca. — Aplicacdo das suspensdes de hemacias a 5%. Fonte: Pinto, Anderson Barros
Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/UENF/ 18 de
fevereiro, 2011.



3.9- ANALISES DOS DADOS OBTIDOS

Os dados foram tabelados e foi realizada estatistica descritiva a fim de se
obter principalmente a freqiéncia dos tipos sanglineos em percentuais,
identificando dentro da amostra populacional a proporcdo existente entre os tipos
sanguineos. Também foi realizada a analise descritiva quantitativa e qualitativa dos
dados de tipagem sanglinea, das provas de confirmacdo e das titulacdes de

aloanticorpos dos plasmas armazenados.

Os calculos estatisticos foram baseados nas leis de probabilidade de eventos
independentes que usam a férmula P(ANB) = P(A).P(B) para determinar a
probabilidade ou risco de ocorrer reacdo transfusional, na escolha aleatéria do
doador e receptor de sangue, baseado na determinacdo da frequéncia de tipos

sanguineos.

Os célculos de probabilidade foram baseados no espago amostral (Q) dos
100 animais tipados na regido de Campos dos Goytacazes, RJ. Os eventos
elementares (E) foram divididos em 2 grupos: A (nimero de animais com tipo
sangilineo A) e B (numero de animais com tipo sangliineo B), como demonstrado

abaixo.

Q= {100 animais}: A = {96 animais}; B= {4 animais}

Os dados demonstram o risco de reacédo transfusional de um receptor com
tipo sangiineo tipo A receber sangue de algum gato com tipo sanguineo tipo B
dentro da amostra populacional. O calculo da probabilidade de ocorréncia de
reacdes adversas secundarias a uma transfusédo sanguinea aleatoria foi feito a partir
da multiplicacdo da percentagem de receptores pela percentagem de doadores
incompativeis.

Os dados obtidos de titulagdo foram tabulados em Excel (Microsoft Office
2007) para delineamento e separacdo dos grupos de numeros de animais em 2

variaveis, faixas etéarias e titulos de aloanticorpos anti-B na diluicdo de 1:2, 1:4 e 1:8.



As faixas etarias foram dividas em trés grupos: felinos jovens (idade inferior ou igual
a 2 anos); adultos (idade superior a 2 anos e inferior ou igual a 6 anos de idade);
idoso (idade superior a 6 anos). Posteriormente, foi realizado o teste nao
paramétrico Qui-quadrado de Pearson por independéncia (p<0,05) para avaliar se 0s
valores das titulacdes sdo independentes das faixas etarias citadas, desta forma,
verificando se h&a alguma relacdo entre os titulos e as idades dos animais. Segue-se

abaixo a férmula para Qui-quadrado por independéncia.
x°c= T'=d M= (foy fey)®/ fe
Sendo:
Fo= frequéncia observada.

Fe= frequiéncia esperada.



4- RESULTADOS

Através do registro dos animais realizado durante a coleta das amostras
sangilineas materiais foram selecionados os sexos e as racgas dos felinos. A amostra
populacional foi constituida de 100 gatos domeésticos, provenientes de todo
municipio de Campos dos Goytacazes, tanto no atendimento particular quanto no
atendimento no Hospital Veterindrio da UENF. A propor¢cdo entre racas
desconhecidas e ragas conhecidas se encontra na figura 7. As proporcdes entre as
racas conhecidas e as racas indeterminadas (ou seja, aquelas cujas racas sao

mesticas) se encontram na figura 8.

Distribuicdao dos felinos em relacdo as racas

M Racas indeterminadas

M Racgas conhecidas

Figura 7: Distribuicdo das racas dos felinos na regido de Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil.



Proporgao das ragas conhecidas

Figura 8: Proporcao das racas puras conhecidas na regido de Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro, Brasil.

Em relacéo aos sexos, dos 100 animais 53 eram fémeas e 57 eram machos.
A faixa etaria dos animais pode ser dividida em 3 grupos: Felinos jovens (idade até 2
anos), Felinos adultos (idade maior que 2 anos e menor ou igual a 6 anos) e felinos
idosos (idade superior a 6 anos de idade). As propor¢cdes de felinos jovens, felinos
adultos e felinos idosos sao verificadas na figura 9.

Proporcao dos felinos entre as faixas etarias

mJovem (0 <n £ 2 anos)
M Adulto (2 < n <6 anos)

1 ldoso (n > 6 anos)

Figura 9: Proporcéo dos felinos domésticos entre as faixas etarias na regido de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.



A proporcao da freqUéncia entre os grupos sanguineos A, B e AB da amostra
populacional se encontra na figura 10, na qual foi encontrado 96% (n=96) para o tipo
sanglineo A e 4% (n=4) para o tipo sanguineo B. Nao foi encontrado felino com tipo
sanglineo AB, portanto apresentando uma proporcao de 0% entre a distribuicdo das

freqUéncias dos tipos sanguineos.

Frequéncia da tipagem sanguinea
120%

100%

80% |

60% |

Porcentagem

40% |

20% |

0%

Tipo A Tipo B Tipo AB
B Proporc¢do daamostra ‘ ' -

. 96% 4% 0%
populacional

Figura 10: Distribuicao das freqiiéncias dos grupos sanglineos da amostra populacional dos
felinos domésticos (n=100) no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

A distribuicdo das frequiéncias dos grupos sanguineos varia entre felinos de
raca pura e de raca indeterminada (tanto felinos pélo curto quanto pélo longo). A
tabela 1 consiste na distribuicdo da frequéncia dos tipos sanglineos na raca

inderteminada, e entre as ragas puras Persa e Siamés.

Tabela 1: Frequéncia dos tipos sanguineos dos felinos domésticos apos a identificacdo dos
antigenos eritrocitarios.

Frequéncia dos grupos sanguineos dos felinos domésticos

Raca Tipo sangliineo A Tipo sanglineo B Tipo sangliineo AB

Indeterminada 98,8% (n=85) 1,2% (n=1) 0% (n=0)
Siamés 100% (n=7) 0% (n=0) 0% (n=0)
Persa 57,1% (n=4) 42,9% (n=3) 0% (n=0)




A tabela 2 demonstra a distribuicdo das frequéncias dos tipos sangiineos de
racas indeterminadas do presente trabalho comparada a varios trabalhos no Brasil e

em outros paises.

Tabela 2: Distribuicdo das principais frequéncias dos tipos sanglineos de racas

indeterminadas em todo mundo, e uma comparacdo com o estudo atual.
Frequéncias dos tipos sangliineos

Localizagao Referéncias N Tipo A (%) Tipo B(%) Tipo AB (%)
Alemanha Knottenbelt (2002) 600 94% 6% 0%
Austria Leidinger et al. (1993) 101 97% 3% 0%
Barcelona (Espanha) Ruiz de Gopegui et al. (2004) 100 94% 4% 2%
Buenos Aires (Argentina) Jacomet et al. (1997) 76 96,1% 2,6% 1,3%
llhas Canarias (Portugal) Silvestre-Ferreira et al. (2004) 97 88,7% 7.2% 4,1%
Copenhagen (Dinamarca) Jensen et al. (1994) 105 98,1% 1,9% 0%
Escécia Giger et al. (1992) 70 97% 3% 0%
Estados Unidos (Total) Giger et al.(1991) 3785 98,1% 1,7% 0,1%
Nordeste 1450 99,7% 0,3% 0%
Centro-Norte e Montanhas Rochosas 506 99,4% 0,4% 0,2%
Sudeste 534 98,5% 1,5% 0%
Sudoeste 483 97,5% 2,5% 0%
Costa Oeste 812 94,8% 4,7% 0,5%
Finlandia Giger et al. (1992) 61 100% 0% 0%
Franca Eyquem et al. (1962) 350 85% 15% 0%
Grécia Mylonakis et al. (2001) 207 78,3% 20,3% 1,4%
Holanda Giger et al. (1992) 103 96% 4% 0%
Hungria Bagdi et al. (2001) <100 100% 0% 0%
Italia Continanza et al. (1992) 363 87% 13% 0%
Portugal (Norte) Silvestre-Ferreira et al. (2004) 159 89,3% 4,4% 6,3%
Reino Unido Kottenbelt et al. (1999) 125 87,1% 7,9% 5,0%
Sidney (Austrélia) Malik et al. (2005) 187 62,0% 36,0% 1,6%
Suica Hubler et al. (1993) 1014 99,6% 0,4% 0%
Téquio (Japéao) Ikemoto et al. (1981) 207 90,0% 10,0% 0%
Turquia Arikan et al. (2006) 301 73,1% 24,6% 2,3%
Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil)  Lacerda et al. (2008) 100 97% 3% 0%
Rio (Rio de Janeiro, Brasil) Medeiros et al. (2008) 172 94,8% 2,9% 2,3%

Campos dos Goytacazes (Rio de

) ) Presente Estudo
Janeiro, Brasil)

Em relagdo as racas puras especificas avaliadas, foram estudadas 2 ragas

especificas, a raca Persa e a raca Siamés. Em relacdo as racas puras Persa e



Siamés, as frequéncias dos tipos sanguineos no atual trabalho e de outros tabalhos

no Brasil e em outros paises se encontram nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias dos tipos sangliineos da raca Persa nas principais
areas do mundo, e uma comparacdo com o presente estudo

Frequéncias dos tipos sangiiineos

Localizagéo Referéncias N Tipo A Tipo B Tipo AB
Alemanha Knottenbelt et al. (2002) 25 84,0% 16% 0%
Copenhagen (Dinamarca) Jensen et al. (1994) 56 98,1% 1,9% 0%
Estados Unidos Giger et al. (1991) 230 86,5% 13,5% 0%
Itélia Knottenbelt et al. (2002) 38 97,4% 2,6% 0%
Japao Ejima et al. (1986) 11 72,7% 0% 18,2%
Portugal (Norte) Silvestre-Ferreira et al. (2004) 7 85,7% 0% 14,3%
Reino Unido Knottenbelt et al. (1999) 17 88,2% 11,8% 0%
Sidney (Australia) Malik et al. (2005) 9 67% 22% 11%
Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil) Guerra et al. (2007) 18 100% 0% 0%

Campos dos Goytacazes (Rio de Presente estudo

Janeiro, Brasil)

Tabela 4: Distribuicdo das freqiiéncias dos tipos sangliineos da raca Siamés nas principais
areas do mundo, e uma comparacdo com o presente estudo.

Frequéncias dos tipos sangliineos

Localizagéo Referéncias N  TipoA Tipo B Tipo AB
Copenhagen (Dinamarca) Jensen et al. (1994) 3 100% 0% 0%
Estados Unidos Knottenbelt et al. (2002) 99 100% 0% 0%
Portugal (Norte) Silvestre-Ferreira et al. (2004) 19 100% 0% 0%
Reino Unido Knottenbelt et al. (1999) 4 100% 0% 0%
Sidney (Australia) Malik et al. (2005) 12 100% 0% 0%
Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil) Guerra et al. (2007) 17  100% 0% 0%

Campos dos Goytacazes (Rio de Presente estudo 7 100% 0% 0%

Janeiro)

A figura 11 mostra a verificacdo das aglutinacbes de hemécias em
microscopia optica na tipagem sanguinea, demonstrando a determinacao de um tipo
sangiineo A e tipo sangiineo B. A reacdo de aglutinacédo do anti-A para determinar
as hemacias com antigeno A é forte, apresentando, portanto grandes aglutinacdes
de heméacias, aglutinacbes estas que podem ser verificadas também na

macroscopia. No entanto, a reacdo de aglutinacdo do anti-B para determinar



hemacias com antigeno B € fraca, desta forma as aglutinacbes das hemacias séo

menores e somente sao visualizadas em microscopia Optica.

Figura 11: Determinacdo dos tipos sangliineos em microscopia Optica (400 X) por
aglutinacdo de hemécias: A) Aglutinacdo de hemacias com antigeno A pelo plasma
reagente anti-A; B) Aglutinacdo de hemécias com antigeno B pelo plasma reagente anti-B.
%. Fonte: Pinto, Anderson Barros Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria//
LCCA/Hospital Veterinario/lUENF/ 14 de outubro, 2010.

Todos o0s plasmas sanglineos armazenados dos gatos tipados foram
aplicados a contra-prova da tipagem sanglinea, também conhecida como
contratipagem. Todos os felinos, exceto um, que apresentaram tipo sangliineo A
(n=96), no teste de contratipagem os seus plasmas (n=95), em que continham
aloanticorpos anti-B, foram capazes de aglutinar hemécias na suspensédo a 5% em
PBS de um tipo sanglineo B conhecido quando verificados na microscopia optica,
possibilitando a confirmagdo que estes animais possuem aloanticorpos anti-B,
confirmando serem felinos com tipo sangliineo A. Da mesma forma os plasmas que
apresentaram tipo sangiineo B (n=4) foram capazes de aglutinar hemacias na
suspensdo a 5% no PBS de um tipo sangiineo A conhecido, verificados
macroscopicamente, confirmando que estes plasmas contém aloanticorpos anti-A e
sdo do tipo sanguineo B. Estes resultados de tipagem e contratipagem podem ser

verificados na figura 12 e no anexo 1.
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Figura 12: Confirmagdo da contratipagem através dos plasmas armazenados dos felinos
tipados.

A contratipagem também serviu de auxilio para um teste simples realizado
perante um grupo de felinos previamente tipados, na qual o plasma de cada animal
foi colocado a prova para suspensdo de hemécias de cada felino do mesmo grupo.
Desta forma, pdde-se confirmar que realmente estes animais possuem o0s tipos
sangiineos através da determinacao de seus aloanticorpos. Na tipagem sanguinea
os felinos enumerados 67 e 68 foram considerados como tipo sangilineo B, desta
forma quando seus plasmas foram adicionados as suas proprias suspensfes de
hemacias, ndo houve nenhuma aglutinacdo, macroscopicamente e
microscopicamente, portanto estes plasmas nao possuem aloanticorpos anti-B, no
entanto quando estes foram adicionados as suspensdes de hemacias dos animais
determinados na tipagem sanglinea como tipo sanglineo A, foram verificadas
aglutinacdes de hemacias, em nivel macroscopico e microscopico, demonstrando
que realmente possuem aloanticorpos anti-A. Da mesma forma, os felinos
enumerados 2 e 3 determinados na tipagem sangiinea como tipos sangiiineos A,
foram colocados na mesma prova, e quando seus plasmas foram adicionados as
suspensdes de hemacias dos gatos com tipo sangiineo B do grupo, estes foram
capazes de aglutinar hemacias, visto somente em nivel microscopico, possuindo,

portanto aloanticorpos anti-B em seus plasmas, porém ao cruzar seus plasmas com



suas respectivas suspensodes, estes nao foram capazes de aglutinar, confirmando
desta vez que ndo possuem aloanticorpos anti-A. Resumidamente isso pode ser
verificado na tabela 5. Os nomes dos gatos enumerados e suas tipagens podem ser

verificados no anexo 1.

Tabela 5: Confirmacdo da tipagem sanglinea por contratipagem de grupo de felinos com
tipo sanguineo A e B.

Suspensao de hemacias a 5%
N° 67 N° 68 Ne° 2 N° 3

Plasmas Hemacias Tipo Hemécias Tipo Hemacias Tipo Hemacias Tipo

sanguineo B sanguineo B sangulineo A sangulineo A

N° 67
N° 68
N° 2
N° 3

Obs.: N° - Numero
“-* (negativo para aglutinacéo)

“+” (positivo para aglutinagao)

Outra forma de confirmacdo da tipagem sangilinea foi através da prova da
lectina (Triticum vulgaris) dos sangues dos gatos tipados. Foram utilizadas todas as
amostras de sangue dos gatos definidos como tipo sanglineo B na tipagem
sanguinea e foram escolhidos de forma randomizada trés gatos definidos como tipos
sanglineos A (animais enumerados como 49, 50 e 24). Os sangues dos gatos
definidos como tipo sanguineo B (enumerados como 16, 46, 67 e 68) foram
aplicados a prova na solucdo de lectina, onde todos estes sangues foram
aglutinados apods a incubacdo a 37°C, definindo, portanto que estes realmente
possuem antigeno eritrocitario B, ou seja, a presenca de acidos sialicos N-
acetilneuramico. Ja4 os sangues dos felinos definidos como tipo sangiineo A ao
serem incubados juntamente a solucdo de lectina nao foi verificada nenhuma
aglutinacéo, determinado que ndo possuem antigeno eritrocitario B, concluindo que
estes felinos possuem apenas antigeno eritrocitario A, ou seja o acido sialico N-
Glicolineuramico, desta forma confirmando que estes felinos sdo realmente tipos
sanglineos A. A figura 13 apresenta as fotos das aglutinacdes dos felinos com tipo

sangiineo B e a ndo aglutinacdo do tipo sanguineo A. Estes resultados podem ser



verificados na tabela 5. Os nomes dos gatos enumerados e suas tipagens podem

ser verificados no anexo 1.

Figura 13: Aglutinacdes “in vitro” de hemacias através da solugéo de lectina: A) Aglutinagéo
de hemécias do gato com tipo sangliineo B, nimero 67; B) Nao aglutinacao de heméacias do
gato com tipo sanglineo A, numero 50; C) Aglutinacdo de hemécias do gato com tipo
sanguineo B, numero 68. Fonte: %. Fonte: Pinto, Anderson Barros Teixeira, Laboratorio de
Hematologia e Biologia Molecular / Centro de Ciéncias Humanas / UFRJ / 26 de janeiro,
2011.

Tabela 6: Confirmacgéo da tipagem sanguinea com a prova da Lectina.

Sangue Total

Testes N° 67 N° 68 N° 46 N° 18 N° 49 N° 50 N° 24

Tipagem . : : : : : :
TipoB TipoB TipoB Tipo B Tipo A Tipo A Tipo A

sanguinea

Prova da lectina 4+ 4 4 + - - -

Obs.: N°- Numero
“-* (negativo para aglutinagao)

“+” (positivo para aglutinagdo)

A tabela 6 apresenta a probabilidade randomizada de ambos os gatos tipo A e
tipo B receberem sangue incompativel através da transfusdo sanglinea,
determinando, portanto o risco de reacado transfusional total dentro da amostra

populacional selecionada neste presente estudo.



Tabela 7: Risco de reacdo adversa transfusional na escolha randomizada de receptores e
doadores na amostra populacional de Campos dos Goytacazes, RJ.

Tipos de probabilidade de Célculos de probabilidade Risco total de reacéo

reacBes transfusionais transfusional

Probabilidade total de ocorrer
alguma reacdo transfusional na 96/100 X 4/100 = 0.96 X 0.04 3.84%

regido.

Foram testadas as amostras de plasmas de 96 animais com tipo sanguineo A
para titulacdo de aloanticorpos anti-B. Os dados de titulacdo para estes

aloanticorpos se encontram na figura 14.
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Figura 14: Gréfico representando o nimero e as propor¢cdes de amostras de plasmas para
cada titulo de aloanticorpos anti-B.
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Figura 15: Titulagdo em diluicbes em PBS realizada em microplaca de 96 pocos de plasmas
com aloanticorpos anti-B, todas as titulagdes conferidas em microscopia Optica. Os titulos
para cada plasma se encontram na barra ao lado da foto. Fonte: Pinto, Anderson Barros
Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/UENF/ 05 de
fevereiro, 2011.



A titulacdo de aloanticorpos anti-A foi obtida dos plasmas dos 4 gatos tipo B.
Todos os gatos tipo B evidenciaram fortes aglutinacdes pelos aloanticorpos anti-A,
com titulos variando de 32 a 256. Cada amostra de plasma destes felinos
apresentou um titulo diferente dos outros plasmas com anti-A. Portanto, 1 amostra
de plasma (25%) apresentou aglutinacédo na diluicdo 1:32, outra amostra de plasma
(25%) apresentou aglutinacdo na diluicdo 1:64, outra amostra (25%) na diluicdo
1:128 e outra (25%) na diluicdo 1:256. Apesar de os titulos serem apenas obtidos na
visualizacdo microscopica, a grande quantidade de aloanticorpos anti-A nestes
plasmas permite a visualizacdo macroscopica das aglutinacdes em variados graus
de diluicbes, como pode ser visualizada na microplaca na figura 16, onde pode ser
vista a ndo sedimentacdo de hemacias nas primeiras diluicdes da maioria dos

plasmas, caracterizando a aglutinacao nestes pocos.

Obs.: * (Duplicata das diluices dos plasmas anteriores)

Figura 16: Titulacdo em diluicbes em PBS realizada em microplaca de 96 pocos de todos os
plasmas com aloanticorpos anti-A, todas as titulagcbes conferidas em microscopia 6ptica.
Nesta hé visualiza¢do de aglutinagbes em variados graus de diluicdes. Os titulos para cada
plasma se encontram na barra ao lado da foto. Fonte: Pinto, Anderson Barros Teixeira, setor
de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/UENF/ 05 de fevereiro, 2011.



A titulacdo das amostras de plasmas anti-B realizada em diluicbes em 2-ME
nao evidenciou nenhum titulo em todos os plasmas dos felinos com tipo sangiuineo
A, portanto todos os plasmas anti-B tiveram titulos nulos, por ndo evidenciar
aglutinacdes nas diluicbes. Entende-se entdo que a capacidade aglutinante dos
anticorpos destes plasmas seja proveniente praticamente de anticorpos da classe
IgM. A figura 17 demonstra a titulagcdo dos plasmas com aloanticorpos anti-B nas

diluicdes realizadas em 2-ME.

Diluicdo ‘ 12 | 14
|
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Figura 17: Titulagdo realizada em microplaca de 96 pogos de plasmas com aloanticorpos
anti-B em diluicbes ao 2-ME, todas as titulacdes conferidas em microscopia Optica. Os
titulos para cada plasma se encontram na barra ao lado da foto Fonte: Pinto, Anderson
Barros Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/lUENF/ 05
de fevereiro, 2011.



Na titulacdo dos plasmas com aloanticorpos anti-A em diluicbes ao 2-ME
evidenciou-se aglutinac@es, diferentemente dos plasmas com aloanticorpos anti-B.
No entanto, as aglutinacbes puderam ser somente verificadas em microscopia
optica. O plasma apresentou titulacdo 64 na diluichio em tampédo salino fosfato
(PBS), na titulacdo em 2-ME houve aglutinacdo até a diluicdo 1:8, definindo sua
titulacdo 8. O plasma que apresentou titulacdo 32 em diluicbes em PBS apresentou
na titulagdo em 2-ME aglutinagcdo na diluicdo 1:2, possuindo titulo 2. O plasma que
apresentou titulos na diluicdo em PBS em 1:128, nas diluicdes em 2-ME, este
apresentou titulo 32. E o plasma que apresentou titulos em PBS de 264, nas
diluicdes em 2-ME, este apresentou também titulo de 32. Portanto, todos os plasmas
gue continham anti-A ainda tiveram capacidade de aglutinar mesmo com a
inativacdo de anticorpos da classe IgM, no entanto com titulagbes menores e
também concluindo que h& nestas amostras capacidade aglutinante pela classe IgG.

A figura 18 apresenta as titulacdes de plasmas anti-A em diluicdes em 2-ME.
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Figura 18: Titulacdo em diluicbes em 2-ME realizada em microplaca de 96 poc¢os de todos
os plasmas com aloanticorpos anti-A, todas as titulacdes conferidas em microscopia Optica.
Os titulos para cada plasma se encontram na barra ao lado da foto. Fonte: Pinto, Anderson
Barros Teixeira, setor de Patologia clinica veterinaria// LCCA/Hospital Veterinario/UENF/ 05
de fevereiro, 2011.



Os resultados de Qui-quadrado de Pearson demonstram que os valores dos
titulos (variavel y;) ocorrem de forma independente da varidvel faixa etaria (x;), ou
seja, demonstrando que os titulos ndo diminuiram ou aumentaram de acordo com o
avancar da idade. A tabela 8 apresenta os numeros de felinos e relacionados de
acordo com as duas variaveis (titulo e faixa etéaria) e o valor do qui-quadrado
calculado (x°c) encontrado comparado com o Qui-quadrado tabelado (x*) na
probabilidade de 5% de significAncia, demonstrando que ndo se rejeita a hipétese de

gue as variaveis ocorrem de forma independente.

Tabela 8: NUmeros de animais relacionados entre as variaveis titulos de aloanticorpos anti-B
e faixa etaria, e os célculos de qui-quadrado.

Numero de animais Titulos de aloanticorpos anti-B (y;)

Faixa etaria (x;) 2 4 8 XZC xzt
Jovens (0 < n < 2 anos) 23 19 2
Adultos(2 < n £ 6 anos) 15 10 7

Idosos (n > 6 anos) 7 10 3




5- DISCUSSAO

A tipagem sanglinea em felinos domésticos € de suma importancia na pratica
clinica para prevenir reacbes hemoliticas transfusionais agudas, isoeritrolise
neonatal e sensibilizacdo por incompatibilidade sangiinea. Esta tem sido realizada
em racas domeésticas mesticas e puras pelo mundo inteiro, mas ndo em paises da
América do Sul. No Rio de Janeiro, a conduta para realizacdo das transfusfes
sangilineas tem sido baseada somente em testes de compatibilidade sanglinea
(MEDEIROS et al., 2008) . Todavia, os testes de compatibilidade do doador e do
receptor ndo previnem completamente o risco de transfundir sangues incompativeis,
pois alguns animais possuem titulos significantes de aloanticorpos de ocorréncia
natural ( WEINGART et al., 2004).

A importancia deste estudo se deve a precariedade de informacdes nas
regibes do pais, sendo uma pesquisa de suma importancia na clinica médica
veterinéria devido ao crescente niumero de felinos portadores do tipo B sangiineo,
portanto sendo necessaria a diferenciacado de individuos tipo sangiineo A, do tipo
sangiineo B e do AB para que possa ser feito um tratamento hemoterapico
(HOHENHAUS, 2004; LACERDA et al., 2008). Portanto, a presenca de individuos
com tipo sanguliineo B e AB mostra a necessidade de tipagem em maior nimero de
animais para que se tenha um cadastro destes, caso venham a necessitar de
transfusdo sangiinea ou na selecdo de reprodutores, além de tornar a tipagem
sangliinea parte da rotina clinica médica felina quando necessitar de transfusao
sangiinea.

Apesar de existirem métodos rapidos de tipagem sangiiinea como o “card
test”, estes testes sdo caros para a pratica clinica. Muitos trabalhos evidenciam o
auxilio da solucéao de lectina e anticorpos anti-A para a tipagem sanguinea, mesmo
consumindo tempo, mas € seguro quando aplicado com reagentes preparados
apropriadamente (MEDEIROS et al., 2008).

No presente trabalho foi utilizado plasma sangtiineo com aloanticorpos anti-A
de um felino tipo B como reagente para determinar felinos com tipo sangtiineo A e
plasma sanglineo com aloanticorpos anti-B para determinar felinos com tipo
sanguineo B. Contudo, apesar do antisoro dos gatos tipo A ndo serem apropriados e

seguros para determinar o tipo sangliineo B como descrito por Arikan e Akkan



(2004), isso pode ser ajustado quando se utiliza os antisoros de gatos tipo A que sao
titulados e demonstrados capazes de promover hemaglutinacdo por conter
anticorpos anti-B suficientes para estimular esta reacdo as hemécias de gatos com
tipo sanguineo B quando verificados em microscopia Optica. Este método €
comprovado por Bucheler e Giger (1993) e Knottenbelt et al. (1999a) quando
relataram que alguns soros de gatos tipo A sdo capazes de aglutinar células
vermelhas tipo B quando verificadas em nivel microscopico. De fato, o uso do teste
da lectina foi essencial nos testes comprobatoérios da tipagem sangulinea, quando foi
escolhido randomizadamente alguns animais com tipo sangtineo A e todos felinos
com tipo sangulineo B para confirmacéo.

No presente estudo a distribuicdo da freqiiéncia total na amostra populacional
ficou em 96% dos felinos sendo do tipo sangiliineo A e 4% dos felinos sendo do
tipo sanguineo B, ndo havendo nenhuma freqUéncia para o tipo sangiineo AB.
Em relacdo as racas indeterminadas ou mesticas tanto em felinos de pélo curto
quanto pélo longo, a distribuicdo da freqiiéncia na cidade foi de 98,8% em felinos
com tipo sangiineo A e 1,2% em felinos do tipo sangliineo B, ndo havendo
frequéncia em felinos com o tipo sanglineo AB. Estes dados sdo compativeis
com estudos prévios principalmente em relacéo a frequéncia do tipo sanglineo A
em gatos mesticos onde em outros paises encontrou-se elevada, encontrando
freqUéncias superiores a 90% neste tipo sanglineo (BAGDI et al.; 2001; GIGER et
al., 1991; GIGER et al.; 1992; HUBLER et al. 1993; IKEMOTO; SAKURAI, 1981;
JACOMET et al., 1997; JENSEN et al., 1994; KNOTTENBELT; 2002; LACERDA
et al.,, 2008; LEIDINGER et al.; 1993; MEDEIROS et al., 2008; RUIZ DE
COPEGUI et al., 2004).

Em felinos mesticos percebe-se que a frequéncia de gatos com tipo
sangiineo A se assemelha a todas as frequiéncias em quase todos 0s outros paises,
assim como trabalhos realizados no Brasil. A freqiéncia dos felinos com tipos
sangiineos B também se assemelha com trabalhos de outros paises, onde na
maioria estes determinaram freqiéncias com tipo sangiineo B menores que 10%.
Neste presente trabalho ndo foi encontrado nenhum felino tipo AB, determinando,
portanto uma freqtiéncia de 0%, contudo muitos paises e locais ndo determinaram
também alguma prevaléncia ou freqiéncia no tipo sangutineo AB, porém alguns
paises apresentam frequéncias um pouco maior que 0%. A frequéncia de felinos

pertencentes ao grupo sangiineo B foi relativamente baixa, pois encontrar felinos



com este tipo sanglineo é raro, 0 que é consistente com o que tem sido observado
nestes animais em outras regides do mundo (JENSEN et al., 1994; MEDEIROS et
al., 2008). Entretanto, como relatado por Silvestre-Ferreira et al. (2004a), Giger et al.
(1991a) e Giger et al. (1992a) os tipos sanglineos de felinos variam entre
distribuicbes geograficas e entre racas em diferentes paises, por iSso que o
resultado para a frequéncia de tipo B no presente estudo assemelha-se a alguns
estudos prévios, mas também ndo esta de acordo com outros estudos. Contudo,
estudos em outros paises da Europa mostraram que a prevaléncia de populacdes de
felinos mesticos variam de 3 a 14,9% (CONTINENZA et al., 1992; EYQUEM et al.,
1962; GIGER et al., 19922, KNOTTENBELT et al., 1999b).

A frequiéncia no presente estudo para felino mestico tipo B assemelha-se com
resultados de Jensen et al. (1994) e Giger et al. (1991), que apresentaram
freqiéncias de 1,9% e 1,7% na Dinamarca e Estados Unidos, respectivamente.
Outros trabalhos relatam freqiéncias que variam de 2,5% a 36% em outros paises,
demonstrando a variancia geografica encontrada na distribuicdo da freqiiéncia para
este grupo sanguineo. Em trabalhos realizados no Japéo, lItalia, Franca, Grécia
Turquia e Australia as prevaléncias foram diferentes as encontradas no atual
trabalho, pois variavam de 10% a 36% (ARIKAN et al., 2001; CONTINENZA et al;
1992; EYQUEM et al., 2001; IKEMOTO; SAKURAI, 1981; MALIK et al.,, 2005;
MYLONAKIS et al.,, 2001), mas que ndo sdo compativeis com a maioria dos
trabalhos.

N&o foi encontrado felino doméstico do grupo sanglineo AB dentro da
distribuicAo de felinos de raga mestica, portanto a frequéncia para este tipo
sanguineo foi 0%. Corroborando com outros trabalhos que também n&o
evidenciaram, na populacéo de felinos, animais com este tipo sangtineo. No Brasil,
na cidade de Porto Alegre do estado do Rio Grande do Sul, Lacerda et al. (2008)
também n&o encontraram este tipo sanglineo em felinos mesticos. Assim como em
outros paises nao foram relatados felinos com este tipo sangiiineo como Alemanha,
Austria, Dinamarca, Escdcia, Finlandia, Franca, Holanda, Hungria, ltalia, Suica e
Japdo (BAGDI et al., 2001; CONTINANZA et al., 2002; EYQUEM et al., 1992;
GIGER et al., 1992; HUBLER et al., 1993; KNOTTENBELT, 2002; LEIDINGER et al.,
1993; IKEMOTO et al., 1981; JENSEN et al., 1994). Os Estados Unidos apresentam
freqUéncia relativamente baixa de 0,1%, e outros que variam até 2% como ha
Espanha, Argentina, Grécia e Australia (GIGER et al., 1991; JACOMET et al., 1997;



MYLONAKIS et al., 2001; MALIK et al., 2005; RUIZ DE COPEGUI et al., 2004). Na
cidade do Rio de Janeiro foi encontrada uma frequéncia de 2,3%, frequéncia
também encontrada na Turquia. No norte de Portugal e nas llhas Canarias foram
encontradas frequéncias de 6,3% e 4,1%, respectivamente (SILVESTRE-FERREIRA
et al., 2004a; SILVESTRE-FERREIRA et al., 2004b). E no Reino Unido foi
encontrado frequiéncia de 5,0% (KNOTTENBELT et al., 1999b).

A presenca e prevaléncia de felinos com tipo sanguineo AB em determinadas
populacdes se deve principalmente aos desvios genéticos aleatérios, resultando em
um aumento na frequéncia do alelo AB, ou cruzamentos com racas que apresentam
altas prevaléncias de gatos tipo AB como descrito por Knottenbelt et al. (1999) e
Silvestre-Ferreira et al. (2004). Contudo ndo se pode confirmar que isto ocorre na
regido por ndo se ter encontrado dentro da amostra populacional algum felino com
tipo sanguineo AB na cidade de Campos dos Goytacazes.

A auséncia do tipo sanglineo AB, em contraste com a alta freqiiéncia relativa
de gatos com tipo sanglineo B, suporta a sugestdo que gatos com tipo sanguineo
AB néo resultam de cruzamentos tipicos de A X B, mas propriamente é o resultado
de um terceiro alelo que possibilita a expressdo co-dominante dos antigenos
eritrocitarios A e B (ANDREWS et al., 1992; ARIKAN; AKKAN, 2004; GRIOT-WENK
et al., 1996).

Em relagdo as frequéncias dos felinos da raca Persa a distribuicdo neste
presente trabalho dos tipos sangiineos é diferente quando comparado com as racas
indeterminadas. A frequéncia do tipo sangiiineo B nesta raca costuma ser alta como
verificado neste trabalho e outros. Apesar das distribuicdes da freqiéncia deste tipo
sangiineo serem diferentes neste trabalho e em outros, a presenca de animais
desta raca com este tipo sangiiineo ndo é raro. Neste presente trabalho néo foi
encontrado nenhum felino desta raca com tipo sangiineo AB, no entanto alguns
estudos relatam esta presenca. Porém, as frequéncias do tipo sangliineo A em
todos os estudos sédo maiores que as freqiiéncias do tipo sanglineo B.

Dentre os gatos persas foi encontrado nesse trabalho uma frequéncia de
57,1% de gatos com tipo sangliineo A e 42,9% de felinos com tipo sanglineo B.
Estes valores se aproximam do trabalho realizado por Malik et al. (2005) na
Australia, que verificaram uma distribuicdo da freqiéncia do tipo sangtiineo A e B de
67% e 22%, respectivamente. No entanto, os outros trabalhos relatam frequéncias

maiores do tipo sangliineo A, que variavam de valores superiores de 80% a 100%



(GIGER et al., 1991; GUERRA et al., 2007; JENSEN et al., 1994; KNOTTENBELT et
al., 1999b; KNOTTENBELT et al., 2002; SILVESTRE-FERREIRA et al., 2004a).

A freqUéncia de felinos na raca Persa com tipo sanglineo B encontrada no
atual trabalho ndo é semelhante ao encontrado em outros relatos na literatura, pois
este possui valor superior. No entanto, sabe-se que a discrepancia existente do tipo
sangiineo B pode ser devido ao baixo numero de felinos desta raca estudados
(JENSEN et al., 1994). As diferencas entre as frequéncias de felinos com tipo
sanglineo B se deve ao fato que h& variagcbes geogréficas marcantes na
prevaléncia do tipo sangiuineo B em gatos Persas, como verificado em varios
estudos realizados nesta raca na Europa (CONTINENZA et al., 1992; GIGER et al.,
1991b; KONTTENBELT et al., 1999b; VON HAARER; GRUNBAUM, 1990), portanto
estes achados suportam a teoria de que as prevaléncias dos tipos sangulineos
podem apresentar variacbes geograficas marcantes em racas especificas
(KNOTTENBELT et al., 1999b).

Ndo foi encontrado nenhum tipo sanglineo AB entre 0s gatos persas
semelhante a muitos outros trabalhos (KNOTTENBELT et al., 2002; GIGER et al.,
1991; GUERRA et al., 2007; JENSEN et al., 1994; KNOTTENBELT et al., 1999b).
Entretanto, altas frequéncias neste tipo sangtineo foram encontradas em alguns
trabalhos realizados no Japdo, Portugal e Sidney (Austrdlia), com frequéncias de
18,2%, 14,3% e 11%, respectivamente (EJIMA et al., 1986; MAILIK et al., 2005;
SILVESTRE-FERREIRA et al., 2004a), onde tais frequéncias possivelmente estdo
presentes e aumentadas devido aos cruzamentos de felinos da mesma raca que
possuem prevaléncia neste tipo sanglineo AB ou reflete no desvio genético
randomizado que resulta em um aumento na frequéncia do alelo AB
(KNOTTENBELT et al., 1999; SILVESTRE-FERREIRA et al., 2004a).

De acordo com o presente trabalho, assim como os demais trabalhos, todos
0s gatos orientais siameses foram do tipo sangiineo A. Sendo assim, possuindo
uma frequéncia de tipo sangiineo A de 100%. Nao € relatado nesta raca o tipo
sangiineo B ou AB. Estes dados se confirmam com outros autores que também
somente encontraram este tipo sangiineo para esta raca (GUERRA et al., 2007,
JENSEN et al.. 1994; KNOTTENBELT et al., 1999; MALIK et al., 2005;
KNOTTENBELT et al, 2002; SILVESTRE-FERREIRA et al., 2004a). Os gatos

Siameses e Orientais sdo invariaveis para o tipo sangiineo A como reportado em



estudos préevios (GIGER et al., 1991; KNOTTENBELT et al., 1999; MALIK et al.,
2005).

Um dos principais testes de confirmagéo realizados neste trabalho foi o teste
de contratipagem realizado em todos os plasmas armazenados de acordo com o
meétodo descrito por Giger et al. (1989) e Bicheler e Giger (1993). Portanto, foi
realizada a contratipagem de 96 plasmas de felinos com tipo sangiineo A e 4
plasmas de felinos que s&o do tipo sanglineo B. Neste estudo, de todos os 96
plasmas dos felinos com tipo sangtineo A apenas um (1,04%) nao foi capaz de
promover aglutinacdo a hemacias de um sangue tipo B conhecido quando
visualizado em nivel microscépico, em contraste com trabalho realizado por
Blcheler e Giger (1993) nos Estados Unidos onde relataram que todos os plasmas
de felinos tipo A aglutinaram hemacias tipo B quando visualizadas em nivel
microscoépico. No entanto, um trabalho realizado por Arikan e Akkan (2004) relatou
gue 6 plasmas dos felinos tipo A (20%) de 33 plasmas de felinos tipo A néo foram
capazes de promover aglutinacdo em hemécias tipo B quando visualizado em nivel
microscopico. Kottenbelt et al. (1999b) relataram que 17 plasmas (27,9%) de felinos
tipo A de 61 ndo foram capazes de promover a aglutinacdo a hemacias tipo B.
Contudo, os trabalhos relatam que a maioria dos plasmas de felinos tipo A é capaz
de promover aglutinacdo a heméacias de um sangue tipo B (ARIKAN et al., 2005;
ARIKAN; AKKAN, 2004; KNOTTENBELT et al., 1999b).

Na contratipagem, os 4 plasmas dos felinos identificados como tipo sangtiineo
B também foram colocados a prova com hemacias de um sangue tipo A conhecido,
e todos foram capazes de promover aglutinacdes até mesmo significativas em nivel
macroscopico, sendo assim fortes aglutinacbes. O achado em que todos os gatos
tipo B possuem anticorpos anti-A hemaglutinantes estd de acordo com estudos
prévios (ARIKAN; AKKAN, 2004; AUER; BELL, 1981; BUCHELER; GIGER, 1993;
GIGER et al., 1989; GIGER; BUCHELER, 1991; KNOTTENBELT et al., 1999b).
Trabalhos realizados anteriormente relataram que todas as amostras de plasmas de
felinos tipo B foram capazes de promover aglutinagdes fortes visualizados em nivel
macroscopico (ARIKAN et al.,, 2004; ARIKAN et al., 2005; KNOTTENBELT et al.,
1999Db).

Outro teste de confirmacédo utilizado no presente trabalho foi com auxilio da
lectina de Triticum vulgaris que se liga especificamente ao terminal acido siélico N-

AcetilNeurdmico (NeuAc) de glicolipidios de membrana de eritrocitos de células tipo



B (ANDREWS et al.,, 1992; BUTLER et al.,, 1991; GRIOT-WENK et al., 1993;
KNOTTENBELT et al., 1999a; MALIK et al., 2005; MEDEIROS et al., 2008).
Portanto, devido a esta especificidade, por aglutinar células tipo B, este teste foi
utilizado para confirmar alguns resultados obtidos na tipagem sanglinea. Todos 0s
sangues dos felinos tipo B identificados pela reacdo do plasma reagente anti-B
microscopicamente foram aglutinados ao serem adicionados a lectina. A lectina &
uma aglutinina capaz de promover aglutinacées visiveis em nivel macroscopico em
sangues de felinos tipo B (KNOTTENBELT et al.,, 1999; MEDEIROS et al., 2008).
Desta forma, houve a confirmacdo de que estes felinos sdo do tipo sangiineo B.
Algumas amostras de sangue de felinos tipo A, determinados por um plasma
reagente anti-A, escolhidos aleatoriamente nao foram capazes de promover
aglutinacdo por ndo conter o antigeno B, definido pelo acido NeuAc. Estes, no
entanto possuem como terminal o acido N-GlicoliNeuramico (ANDREWS et al.,
1992; MALIK et al., 2005), que por sua vez nao sao aglutinados quando expostos a
lectina. Portanto, a confirmacdo de que estes felinos sdo do tipo A é apresentada
guando este nado é aglutinado a lectina.

A transfusdo de sangue de receptores com tipo sanguineo A para um felino
tipo B tem um potencial de resultar em uma reacéao transfusional de 3,84% em uma
transfusdo randomizada. Este resultado de probabilidade €é semelhante ao
encontrado por Medeiros et al. (2008), onde encontraram uma probabilidade de um
tipo A receber um sangue tipo B em uma primeira transfusédo randomizada de 2,25%
e de receber um tipo AB que foi de 2,20%. Marques (2010) determinou que a
probabilidade total de ocorréncia de reacdes transfusionais adversas secundarias a
incompatibilidade do sistema AB, em uma primeira transfusao sangiinea aleatoria
de 4,35%, apesar de determinar que a probabilidade de ocorrer reagao transfusional
como consequéncia da transfusdo randomizada de felinos tipo A recebendo sangue
tipo B é de 1,98%. Isto se deve ao fato de ter encontrado dentro da amostra
populacional felinos com tipo sanglineo AB, na qual foram adicionados na
probabilidade de risco de reacédo transfusional total, por isso houve o aumento no
risco.

Todos os plasmas armazenados foram titulados para avaliar as titulagbes
existentes nos plasmas que contém aloanticorpos anti-B e nos plasmas que contém

aloanticorpos anti-A, de felinos tipo A e B, respectivamente. Desta forma, por meio



da obtencédo destes resultados foi possivel evidenciar as propor¢des dos titulos de
aloanticorpos existentes na amostra populacional.

Em relagdo aos titulos encontrados de anti-B em 96 animais foram
encontradas 31,25% de amostras de plasmas apresentando titulo 2 semelhante ao
encontrado por Knottenbelt et al. (1999a) no Reino Unido, onde em 61 plasmas de
felinos tipo A, encontraram uma proporcédo de 27,9% contendo titulo 2 e também
bem semelhante ao encontrado por Gurkan et al. (2005) na Turquia no trabalho
realizado com felinos mesticos, onde em 227 plasmas de felinos tipo A foram
encontrados 31,3% contendo titulo 2. Apesar da proporcéo de plasmas com titulo 2
ser menor que estes trabalhos e no presente estudo, Arikan e Akkan (2004)
encontraram uma proporc¢ao de 24,24% em 33 plasmas na Turquia.

Dentre os plasmas de felinos tipo A, no presente trabalho a proporcdo de
plasmas contendo titulo 4 foi a maior, sendo de 39,58%, assim como trabalhos
realizados por Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al. (2005), onde encontraram uma
proporcdo de 27,27% e 34,4%, respectivamente, porém Knottenbelt et al. (1999a)
encontraram uma propor¢do menor que os plasmas com titulo 2, no caso uma
proporcao de 11,47%. Nos plasmas dos felinos tipo A no presente trabalho foi
encontrado uma proporcdo de 11,46% com titulo 8. No entanto, trabalhos realizados
por Knottenbelt et al. (1999b), Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al. (2005)
observaram propor¢cdo menor de amostras com titulo 8 quando comparados com o
atual trabalho, compreendidos em 3,19%, 6,06% e 4,0%, respectivamente. Foram
encontradas em algumas amostras fracas aglutinacdes na diluicdo 1:2, sendo assim
considerada aglutinacdo microscopica (M), em que 16,67% das amostras de
plasmas apresentaram estas fracas aglutinacdes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al. (2005), que encontraram
proporcoes de plasmas com titulo “M” de 18,18% e 17,6%, respectivamente, em
felinos tipo A na Turquia.

Apenas um plasma de um felino tipo A (1,04%) no presente trabalho néo foi
capaz de promover aglutinacdo (titulo 0), como foi descrito nos resultados de
contratipagem, estando de acordo com trabalhos prévios (ARIKAN e AKKAN, 2004;
GURKAN et al.,, 2005; KNOTTENBELT et al., 1999a). Em contraste, Giger e
Blcheler (1993) mostraram que todos os plasmas de gatos tipo A nos Estados
Unidos foram capazes de aglutinar hemacias tipo B quando verificados em nivel

microscopico. Trabalhos realizados por Knottenbelt et al. (1999a), Arikan et al.



(2004) e Gurkan et al. (2005) citam proporcdes de animais apresentando titulo O
muito maiores que 0s encontrados por nds, com propor¢cdes de 27,9%, 21,2% e

12,3%, respectivamente.

Isto comprova que amostras de plasmas de felinos tipo A podem apresentar
incapacidade de reacdo de aglutinacdo quando expostos aos antigenos
eritrocitarios, no entanto podera haver a presenca de anticorpos capazes de se ligar
ao antigeno eritrocitario, porém incapazes de promover alguma aglutinacdo
(BUCHELER; GIGER, 1993; AUER; BELL, 1981). Estes anticorpos sdo conhecidos
como anticorpos incompletos, ndo aglutinantes, que se ligam a hemacias que
possuem antigenos especificos, mas ndo as aglutinam em meio salino. Sao
conhecidos assim por apresentarem anticorpos da classe IgM em menor quantidade,
estes conhecidos como anticorpos completos e aglutinantes, e sim, apresentarem
anticorpos da classe 19gG (GIRELLO; KUHN, 2002).

Em relacdo aos titulos dos plasmas dos felinos tipo B encontrados na regiéo,
todos eles apresentaram fortes aglutinacdes visiveis em variados graus de dilui¢des.
Este achado de fortes aglutinacdes por aloanticorpos anti-A de todas estas amostras
estd em concordancia com estudos anteriores (ARIKAN e AKKAN, 2004; AUER,;
BELL, 1981; BUCHELER; GIGER, 1993; GIGER et al., 1989; GIGER; BUCHELER,
1991; KNOTTENBELT et al., 1999b). No presente estudo como foi encontrado
apenas 4 felinos tipo B na regidao, foram realizados titulagcdes de 4 plasmas apenas
gue contém aloanticorpos anti-A. Este nimero amostral de felinos tipo B é inferior
aos trabalhos relatados de titulacbes realizados em plasmas de felinos tipo B
(ARIKAN e AKKAN, 2004; GURKAN et al., 2005; KNOTTENBELT et al., 1999b).

Foi encontrada em cada plasma de felino tipo B uma determinada titulacgéo,
desta forma ficando uma proporcdo de 1/4 (25%) para cada titulo na amostra
populacional. Os titulos encontrados foram 32, 64, 128 e 256, havendo uma
proporcao encontrada de 25% para cada titulo. No Reino Unido, Knottenbelt et al.
(1999a) encontraram uma propor¢ao de plasmas com titulo 32 de 17,5% e Arikan e
Akkan (2004) na Turquia encontraram uma proporcao de 13,3%. Ja Gurkan et al.
(2005) encontraram também na Turquia uma proporcéo de 26,9% de plasmas com
titulo 32, semelhante a este trabalho.

A proporcdo de plasmas com titulo 64 de anti-A no estudo relatado por
Knottenbelt et al. (1999a) foi de 27,5%, semelhante ao atual trabalho. No entanto,



Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al. (2005) relataram propor¢cdes menores de
11,1% e 9%, respectivamente, de plasmas com este titulo. Ja as proporcdes de
plasmas com titulo de 128 nos estudos de Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al.
(2005) foram de 6,67% e 3,8%, respectivamente, valores menores quando
comparados com o atual estudo. Entretanto, Knottenbelt et al. (1999a) encontraram
uma proporcdo de 17,5%, valores proximos ao atual estudo. As proporgcbes de
plasmas com titulo 256 nos trabalhos diferem muito do atual trabalho devido ao
namero de animais tipo B que estes trabalhos apresentaram como consequéncia do
namero de animais apresentarem este titulo ser menor. Com isso houve uma
reducdo na proporcdo de plasmas com este titulo nos demais trabalhos. Os
trabalhos realizados por Knottenbelt et al. (1999a), Arikan e Akkan (2004) e Gurkan
et al. (2005) apresentaram uma proporcao de plasmas com este titulo de 7,5%,
2,22% e 2,6%, respectivamente.

O atual trabalho ndo encontrou nenhum plasma de felino tipo B que
apresentasse titulos menores que 32. Outros trabalhos relatam a presenca de titulos
menores. Knottenbelt et al. (1999a), Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al. (2005)
encontraram propor¢cdes de plasmas apresentando titulo 16 de 7,5%, 24,4% e
28,2%. Estes mesmos autores encontraram, respectivamente, proporcdes de 12,5%,
28,9% e 21,8% com titulo 8. J& com titulo 4 foi encontrado, respectivamente,
proporcoes de 2,5%, 8,9% e 3,8%. Apenas Arikan e Akkan (2004) e Gurkan et al.
(2005) encontraram felinos com titulo 2, sendo na proporcao de plasmas de 4,51% e
3,8%, respectivamente. No entanto, diversos trabalhos relatam que gatos tipo B com
plasmas apresentando titulos menores que 4 sdo raros (ARIKAN; AKKAN, 2004;
GURKAN et al., 2005).

A realizacdo da titulagdo sob diluicbes ao 2-Mercaptoetanol (2-ME) foi de
suma importancia neste estudo, principalmente para avaliagdo da atividade e
capacidade aglutinante dos aloanticorpos anti-A e anti-B. Sabe-se que a capacidade
aglutinante é determinada principalmente por aloanticorpos da classe IgM, no
entanto o tratamento com 2-ME permite a reducdo da atividade aglutinante do IgM,
pois este fica inativado ao 2-ME (ADLER; FRANK, 1965; BUCHELER; GIGER, 1993;
IKEMOTO; SAKURAI, 1981; MOLLISON et al., 2005). No entanto, a classe IgG
possui também atividade aglutinante, ndo fortemente como a classe IgM
(WILKERSON et al., 1991). A atividade aglutinante do IgG podera ser visualizada
principalmente naqueles plasmas que possuem altos titulos de anticorpos, na qual €



vista principalmente em felinos tipo B que possuem altos titulos de aloanticorpos
anti-A, o que nao acontece com os felinos com tipo sangiineo A, que possuem
baixos titulos de aloanticorpos anti-B, portanto a atividade aglutinante nestes é
praticamente caracterizada pela classe IgM (BUCHELER; GIGER, 1993).

Todos os plasmas de felinos tipo A contendo aloanticorpos anti-B foram
diluidos em 2-ME de 1:2 a 1:1024 para realizacao das titulacbes. Nao foi encontrado
nenhum titulo (titulo 0) nos plasmas armazenados, ndo apresentando aglutinacdes
nas diluicdes. Portanto, ocorreu a inatividade da classe IgM ao tratamento com 2-
ME, havendo a destruicdo das ligacdes dissulfeto deste anticorpo como descrito em
estudos prévios (ADLER; FRANK, 1965; BUCHELER; GIGER, 1993). Entende-se,
portanto, que a atividade aglutinante nos aloanticorpos anti-B ndo sejam
provenientes da classe IgG, mas a anticorpos da classe IgM nestes aloanticorpos
anti-B. Bucheler e Giger (1993) relataram resultados semelhantes quando aplicaram
varias diluicbes ao 2-ME em 3 plasmas de felinos tipo A. Neste trabalho, estes
plasmas nas diluicbes em salina apresentaram uma média geométrica de 6 como
titulo, mas ao titular estes plasmas em variados volumes de 2-ME na concentracdo
de 0,2 M, estes plasmas ndo foram capazes de aglutinar hemacias, possuindo
portanto média de titulo 0. Desta forma, a ndo presenca de aglutinacdo dos plasmas
anti-B no atual trabalho em variados graus de diluicdo em 2-ME é semelhante ao
proposto por Bicheler e Giger (1993), na qual ndo houve aglutinagcdo por

aloanticorpos anti-B nas diluigcdes ao 2-ME.

Nas diluicdes em 2-ME, os plasmas dos felinos tipo B mantiveram alguma
capacidade aglutinante, no entanto reduzida, pois apresentaram titulos menores ao
tratamento. Como descrito por Blicheler e Giger (1993), a atividade aglutinante do
plasma que contém aloanticorpos anti-A reduz ao tratamento com 2-ME, no entanto
ainda se mantém alguma atividade aglutinante. Wilkerson et al. (1991) relataram que
a classe IgG ainda mantém a atividade aglutinante apos o tratamento. No presente
trabalho 4 plasmas de felinos tipo B aplicados a diluicdes ao 2-ME apresentaram
titulos 2 (na titulacdo em salina apresentou titulo 32), 8 (na titulacdo em salina
apresentou titulo 64) e 2 plasmas apresentando titulo 32 (sendo que um plasma
apresentou titulo em salina de 128 e outro de 256). A média geométrica encontrada
nestes titulos em 2-ME foi de 11. A atividade aglutinante também foi reduzida e as
titulagcdes diminuiram no tratamento de plasmas em diluicbes ao 2-ME no trabalho



realizado por Bucheler e Giger (1993). Estes autores também verificaram esta
reducdo na atividade aglutinante também em 4 plasmas de felinos onde eles
demonstram que na titulagdo em salina estes plasmas apresentam uma média
geométrica de 240 como titulo, mas nas titulagbes ao 2-ME na concentracao 0,2M
estes apresentaram uma média geométrica nos titulos de 10, semelhante ao atual

trabalho.

Ha um consenso que o sistema imune de mamiferos sofre desregulacdo com
o avancar da idade, na qual é confiirmado por trabalhos em observacdes
experimentais e clinicas em humanos e roedores (CASTLE, 2000; TARAZONA et
al., 2002; LINTON; THOMAN, 2001) e que esta desregulacdo € conhecida como
imunossenescéncia (CAMPBELL et al., 2004; DAY, 2008). No presente estudo 0s
titulos ndo variaram com a idade, ndo havendo aumento ou diminui¢cdo nestes titulos
com o avancar da idade, ndo havendo variancia nos titulos de aloanticorpos naturais
totais nos felinos tipo A. Campbell et al. (2004) relataram que o0s niveis de
imunoglobulinas como IgM e IgA aumentam em animais idosos, no entanto iSso ndo
tinha sido observado no gato, onde elevados niveis de imunoglobulinas tém sido
observados em idades avancadas em humanos e camudongos (BATORY et al.,
1984; DE GREEF et al., 1992; ZHAO et al., 1995). Zhao et al. (1995) confirmaram
gue o aumento dos niveis de imunoglobulinas com a idade possa ser devido ao
aumento de células secretoras de anticorpos, assim como foi verificado por
Cossarizza et al. (1997), que relatam que o aumento de linfécitos B e plasmécitos
em outros 6rgdos ou aumento na producdo por célula aumentam os niveis de
imunoglobulinas. No entanto, nenhum estudo relacionado aos titulos de
aloanticorpos tem demonstrado que os efeitos da idade, doencas ou fatores
ambientais modifiquem os titulos de aloanticorpos naturais (BUCHELER; GIGER,
1993; GURKAN et al., 2005; KNOTTENBELT et al., 1999a).



6- CONCLUSAO

[ —
1

O tipo sanguineo A foi o predominante na regido seguido do tipo B com baixa
predominéancia e o tipo AB sendo nédo identificado;

Ha necessidade de tipagem sanglinea em felinos domésticos quando se
necessitar de doadores sanguineos;

Deve ser criado um cadastro de felinos domésticos de possiveis doadores
sanguineos;

Todos os laboratérios de Patologia Clinica devem possuir equipamentos e

técnicos aptos a realizagcdo da tipagem sangtinea em felinos domésticos.
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ANEXOS

Sexo Idade Raca Tipo Padréo de Titulacdo em PBS Titulo em 2-

sanguineo aglutinacdo EEE{Il) Grau de Mercaptoetanol
aglutinacéo
1 Loirinho Macho 15anos SRD A 1+ 4 W 0
2 | Fofinha Fémea 12anos SRD A 1+ 4 1+ 0
3  Amora Fémea 15anos SRD A 1+ 4 1+ 0
4 | Ikinho Macho 5 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
5 Judite Fémea 3 anos SRD A 1+ 4 2+ 0
6 | Lelinho Macho 6 anos SRD A 1+ 2 2+ 0
7 Maméo Macho 6 anos SRD A 1+ 4 w 0
8 | Amor Macho 14 anos SRD A 1+ 2 2+ 0
9  Mimosa Fémea 13anos SRD A 1+ 8 1+ 0
10 | Serena Fémea 14anos SRD A 2+ 4 w 0
11 Embolado Macho 4 anos SRD A 1+ 4 1+ 0
12 | Xamego Macho 14 anos SRD A 1+ 2 2+ 0
13 Branca Fémea 5 meses SRD A 1+ 2 1+ 0
14 | Jagua Macho 8 meses SRD A 1+ M (2) W 0
15 Sebastian Macho 8 meses SRD A 1+ M (2) W 0
16 | Francisco Macho 1 ano SRD A 1+ M (2) W 0
17 Lili Fémea 9 anos SRD A 1+ 4 W 0
18 | Rodolfo Macho 2 anos SRD B W 32 2+ 2
19 Nem Fémea 7 anos SRD A 1+ 8 w 0
20 | Dafine Fémea 5 meses SRD A 1+ M (2) w 0
21 Mel Fémea 8 meses SRD A 1+ 2 1+ 0
22 | Pretinha Fémea 3 anos SRD A 1+ M (2) w 0
23 Tuquinha Fémea 9 meses Persa A 1+ M (2) W 0
24 | Timinha Fémea 3 anos SRD A 2+ 0 - 0
25  Mimi Fémea 2 anos SRD A 1+ 4 W 0
26 | Puca Fémea 9 meses SRD A 1+ M (2) W 0
27 Gatinho Macho 4 meses SRD A 1+ 4 W 0
28 | Tido Macho 2 anos SRD A 1+ 4 w 0
29 Tenoria Fémea 2 anos SRD A 2+ 8 w 0
30 | Nina Fémea 5 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
31 Spice Fémea 15anos SRD A 1+ 2 1+ 0

Anexo 1 — Dados resumidos de todos animais e juntamente a classificacdo das tipagens e
seus parddes de aglutinacdes, titulagbes por aglutinacdo nas diluicbes em tampao PBS
(com os graus de aglutinacéo) e em 2-Mercaptoetanol.



Idade Raca Tipo Padréo de Titulacdo em PBS Titulo em 2-

sanguineo aglutinacdo EEEIl) Grau de Mercaptoetanol
aglutinacéo
32  Gabi Fémea  5anos Siamés A 1+ 2 1+ 0
33 | Chambinha Fémea 5 anos Siamés A 1+ M (2) W 0
34 Kika Fémea 3 anos SRD A 1+ 4 3+ 0
35 | Pingo Macho 3 anos SRD A 1+ 4 2+ 0
36 Lindinha Fémea  9anos SRD A 2+ 4 W 0
37 | Armani Macho 8 meses Persa A 1+ 2 1+ 0
38  Flokinha Fémea 2 anos SRD A 1+ M (2) W 0
39 | Claro Macho 1 anos SRD A 2+ 4 1+ 0
40  Escuro Macho 1 anos SRD A 2+ M (2) W 0
41 | Médio Macho 1 anos SRD A 1+ 4 1+ 0
42  Encrenca Macho 2 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
43 | Bambam Macho 5 anos SRD A 2+ 2 1+ 0
44  Amy Fémea  2anos SRD A 1+ 4 1+ 0
45 | Motorzinho  Macho 3 anos SRD A w 2 1+ 0
46 Zulu Macho 3 anos Persa B W 256 1+ 32
47 | Valentin Macho 1 ano SRD A 1+ 2 1+ 0
48  Filinha Féma 1 ano SRD A 2+ 4 2+ 0
49 | Mascarado Macho 1 ano SRD A 2+ 2 1+ 0
50 Miguelito Macho 1 ano SRD A 1+ 4 W 0
51 | Pretinha Fémea 4 anos SRD A 2+ 8 W 0
52 Melzinho Macho 14 anos SRD A 2+ 4 W 0
53 | Cindy Fémea 4 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
54  Anabele Fémea 6 anos SRD A 1+ 4 1+ 0
55 | Didi Fémea  5anos SRD A 1+ 2 2+ 0
56  Chicéo Macho 5 anos SRD A 2+ M (2) W 0
57 | Rodolfo Macho 5 anos SRD A 1+ 4 1+ 0
58 Clark Macho 5 anos SRD A 1+ 4 W 0
59 | Teodoro Macho 6 anos SRD A 1+ 4 w 0
60  Mabel Macho 6 anos SRD A 1+ 4 1+ 0
61 | Nina Fémea  3anos SRD A 1+ 2 2+ 0
62  Frajola Macho 6 meses SRD A 1+ M (2) W 0

Anexo 1 — Continuagdo: Dados resumidos de todos animais e juntamente a classificacdo
das tipagens e seus parddes de aglutinagdes, titulagdes por aglutinagdo nas diluicbes em
tampao PBS (com os graus de aglutinagéo) e em 2-Mercaptoetanol.



Tipo Padréo de Titulacdo em PBS Titulo em 2-

sanguineo aglutinacdo EEEIEl) Grau de Mercaptoetanol
aglutinacéo
63 Branca Fémea 10anos SRD A 1+ 2 1+ 0
64 Smith Macho 9 meses Siamés A 1+ 4 w 0
65 Chimbinha Fémea 1ano SRD A 1+ 4 w 0
66 Miranda Fémea 5 anos SRD A 1+ 8 w 0
67 Perla Fémea 7 anos Persa B wW 128 2+ 32
68 Enzo Macho 1 ano Persa B wW 64 1+ 8
69 Mustafa Macho 8 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
70 Gatéo Macho 11 anos SRD A 1+ 4 3+ 0
71 Neguinho Macho 3 anos SRD A 2+ 8 1+ 0
72 Kirara Fémea 1 ano SRD A 2+ M (2) W 0
73 Jodo Macho 8 anos Siamés A 1+ 2 1+ 0
74 Gatinho Macho 7 anos SRD A 1+ 8 2+ 0
75 Pequena Fémea 3 meses SRD A 1+ 2 1+ 0
76 Frajola Macho 3 anos SRD A 1+ 8 1+ 0
77 Cherry Macho 1 ano SRD A 1+ 4 1+ 0
78 Branco Macho 2 anos SRD A 3+ 2 1+ 0
79 Snowbell Macho 7 anos Siamés A 2+ 4 W 0
80 Gal Fémea 1 ano SRD A 1+ 4 1+ 0
81 Branquinha Fémea 1 ano SRD A 1+ 2 2+ 0
82 Thayga Fémea 1 ano SRD A 2+ 4 W 0
83 Joly Fémea 1ano SRD A 2+ 2 1+ 0
84 Dara Fémea 7 anos Siamés A +2 M (2) w 0
85 Margarina Fémea 3 anos SRD A 2+ 2 2+ 0
86 Simba Macho 8 meses SRD A 2+ 4 w 0
87 Luiz Felipe  Macho 4 anos SRD A 3+ 2 1+ 0
88 Ana Carol Fémea 4 anos SRD A 1+ 4 2+ 0
89 Nutella Fémea 8 meses SRD A 1+ 4 W 0
90 Rebeca Fémea 11anos SRD A 1+ 4 1+ 0
91 Mel Fémea 2 anos SRD A 1+ 2 1+ 0
92 Gata 1 Fémea <lano SRD A 2+ 2 1+ 0
93 Gata 2 Fémea <lano SRD A 2+ 4 1+ 0

Anexo 1 — Continuagdo: Dados resumidos de todos animais e juntamente a classificacao
das tipagens e seus parddes de aglutinagdes, titulagdes por aglutinagdo nas diluicbes em
tampéao PBS (com os graus de aglutinacdo) e em 2-Mercaptoetanol.



Tipo Padréo de Titulacdo em PBS Titulo em 2-

sanguineo aglutinacdo EEEIEl) Grau de Mercaptoetanol
aglutinacéo
94 Gata 3 Fémea <lano SRD A 2+ M (2) W 0
95 Luigui Macho 4 anos SRD A 1+ 8 W 0
96 Nick Macho 3 anos SRD A 1+ 8 1+ 0
97 Bela Fémea 8 meses Persa A 1+ 8 w 0
98 Marieta Fémea 2 anos Persa A 1+ 4 w 0
99 Pandora Fémea 1 ano SRD A 1+ M (2) W 0
100 Alice Fémea 1 ano SRD A 1+ 2 1+ 0

Anexo 1 — Continuagdo: Dados resumidos de todos animais e juntamente a classificacédo
das tipagens e seus parddes de aglutinagdes, titulagdes por aglutinagédo nas diluicbes em
tampédo PBS (com os graus de aglutinacdo) e em 2-Mercaptoetanol.



Formulario de Atendimento ao paciente e Pesquisa

Nome: |dade:
Proprietario: Data:
Espécie: Felina Raca: Sexo:

Médico(a) Veterinario(a):

Histdrico e anamnese:

Exame Fisico:

Suspeita Clinica:

Tratamento:

Tipo sanguineo:

Doador de sangue: ( ) Sim () Nao

Anexo 2 — Formulario para preenchimento dos dados dos animais, juntamente com a
investigacao da historia clinica e anamnese, avaliagdo da sanidade animal com exame fisico
e suspeita clinica ou até mesmo o diagnostico para alguma doenga, com seu tratamento
guando necessario. Tipo sanguineo e confirmacao com o proprietario se o paciente pode ser
doador.




