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Introducéo

Seguramente, houve um grande avango no entendimento das doengas
pulmonares dos equinos nas duas Ultimas décadas, com consideravel progresso nos
procedimentos diagnosticos auxiliares. Mesmo assim, tais técnicas ndo devem substituir
uma detalhada anamnese e um exame clinico minucioso. Contudo, em situagdes tais
como a queda no rendimento desportivo, onde ha falta de sinais clinicos especificos
para as doencas do trato respiratorio, os diagndsticos auxiliares podem detectar
alteracdes pulmonares subitas ndo evidenciadas pelo exame clinico de rotina (Hodgson
e Hodgson, 2007).

O médico veterinario responsavel por acompanhar cavalos atletas pode realizar
diferentes colheitas de amostras do trato respiratorio, mesmo em condi¢Ges de campo,
sendo as mais utilizadas o aspirado traqueal (AT), o lavado traqueal (LT) e o lavado
broncoalveolar (LBA) (Christley e Rush, 2007; Hegedus et al., 2007; Hewson e Viel,
2002; Hodgson e Hodgson, 2003; Hodgson e Hodgson 2007; Hoffman, 1999; Hughes et
al., 2003; Lessa et al., 2005; Lessa et al., 2007; Mazan e Hoffman, 2003; McKane et al.,
1993; Michelotto Janior et al., 2007; Robinson et al., 2006). As técnicas de colheita
mais utilizadas sdo o aspirado traqueal (AT) e o lavado broncoalveolar (Hughes et al.,
2003), sendo que o diagnostico citologico vai ser influenciado pela técnica utilizada.

Entdo, quando optar por uma ou outra técnica?

O aspirado traqueal (AT) pode ser obtido durante a avaliacdo endoscopica das
vias aéreas, 0 que permite que, concomitante a colheita de secrecdo, sejam avaliadas as
estruturas do trato respiratério bem como as quantidades de muco presentes. Para isso,
utiliza-se uma sonda de polietileno, introduzida pelo canal de bidpsia do endoscopio,
aspirando-se a secre¢do da regido mais distal da traquéia, préximo a carina. Pode-se
também, instilar nesta regido da traquéia, de 10 - 15 ml de solucdo salina isoténica
estéril, obtendo-se o lavado traqueal (LT). Estas técnicas de colheita de amostra para

citologia sdo bastante praticas e bem toleradas pelos cavalos, mas inviabiliza a amostra



para um exame de cultura, caso este seja necessario (Hodgson e Hodgson, 2007).
Considera-se uma amostra de AT adequada quando contém células de todos os niveis da
arvore pulmonar, incluindo as células epiteliais colunares (provenientes da traquéia e
bronquios) e cubdides (provenientes de brdnquios distais e bronquiolos) e os

macrofagos alveolares.

No caso do AT e do LT, deve-se ter o cuidado na avaliagéo das amostras obtidas
de cavalos recém transportados. O transporte de cavalos resulta num grande aumento no
numero de bactérias e de células inflamatdrias, nas vias aéreas inferiores, dentro de 6 a
12 horas do confinamento. Isto retorna ao normal dentro de 12 horas apds o cavalo
haver sido solto, podendo demorar um pouco mais caso haja desidratacdo (Hodgson e
Hodgson, 2003).

A concentracdo de células na amostra de AT também pode ser alterada pelo
exercicio. A porcentagem de neutréfilos das amostras obtidas de cavalos de corrida,
apos o exercicio, foram significativamente maiores que nas amostras colhidas dos
mesmos cavalos, antes do exercicio (Malikides et al., 2007). Portanto, recomenda-se
que as amostras de AT sejam colhidas no periodo de 30 - 60 minutos ap6s o0 exercicio,
sendo que terdo maior valor diagndstico. As amostras obtidas neste tempo deverdo
conter mais secrecdo, representando mais adequadamente diferentes areas do trato
respiratério e com maior possibilidade de evidenciar uma doenca pulmonar, caso haja
(Hodgson e Hodgson, 2007).

O lavado broncolaveolar (LBA) também pode ser realizado com a utilizagdo do
endoscdpio, ou por meio de uma sonda propria para o LBA em equinos, introduzida as
cegas até alojar-se em um bronquio. Igualmente ao AT, o LBA pode ser realizado em
condi¢cdes de campo, mas com a necessidade de que o cavalo esteja adequadamente
sedado (Fernandes et al., 2000; Hewson e Viel, 2002; Hodgson e Hodgson, 2007; Lessa
et al., 2005; Mazan e Hoffman, 2003; Viel e Hewson, 2003). Préximo a birfucacdo da
traqueia pode ser infundido 60 - 100 ml de solucéo de lidocaina (0,4%) pré-aquecida, a
fim de dessensibilizar os receptores da tosse (Viel e Hewson, 2001), o que ndo pode ser
feito quando deseja-se avaliar funcdo das células do sistema imune pulmonar (Rosen e
Gordon, 1987). Um volume padrdo de solucdo salina estéril, entre 250 - 500 ml, deve
ser empregado para a realizacdo do LBA (Robinson, 2001), mas pode-se considerar o

volume de 300 ml como o minimo requerido para lavar-se adequadamente a regido



broncoalveolar (Hughes et al., 2003). O material recolhido deve ser encaminhado a um
laboratério para analise e o0s detalhes destes procedimentos estdo descritos na

apresentacdo de Lessa (Abraveq 2008).

E importante que as técnicas de avaliagdo citoldgica das vias aéreas sejam parte
integrante da rotina em clinica de equinos, pois as desordens respiratorias ocupam um
papel significativo na saude e desempenho dos cavalos de todas as idades e fungdes
desportivas (Viel e Hewson, 2001). Também, a doenca inflamat6ria das vias aéreas
(DIVA) e a hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) podem apresentar-se
clinicamente pouco perceptiveis, mas podem causar prejuizo importante ao rendimento
atlético por acentuarem a hipoxemia induzida pelo exercicio (Sanchez et al., 2005). O
diagndstico, a severidade e o prognoéstico, bem como a prevaléncia de quadros como a
DIVA e a HPIE, dependem da avaliacéo citologica, para que ndo ocorram equivocos ou
diagnosticos incompletos (Couétil et al., 2007; Doucet e Viel, 2002; McKane et al.,
1993).

O perfil celular encontrado nas amostras obtidas por AT ou por LBA varia,
sendo que dentro de cada uma das técnicas, o AT apresenta as maiores variacoes
(Derksen et al., 1989). Nao foi observada correlacdo entre os achados de AT e de LBA
em um mesmo cavalo, sendo que o perfil celular encontrado em uma das técnicas
podera ser diferente do observado na outra (Derksen et al., 1989; Hewson e Viel, 2002;
Hodgson e Hodgson, 2003). A colheita de AT e LBA ap6s o exercicio resultou em
diagnostico coincidente em aproximadamente 60% dos casos, havendo discrepancia de
diagnostico nas demais avaliacdes (Christley e Rush, 2007). Em alguns casos, quando
tem-se um diagndstico bastante provavel, baseado na histdria e no exame clinico, uma
ou outra técnica podem estar mais indicadas. Na suspeita de obstrucdo recorrente das
vias aéreas (ORVA) ou HPIE, o LBA pode ser utilizado e, em casos de suspeita de
pneumonia bacteriana ou pleuropneumonia, pode-se optar pelo AT. Contudo, na
avaliacdo de cavalos referindo queda no rendimento atlético ou tosse durante o
exercicio, é indicada a utilizacdo de ambas as técnicas, para obter-se a informagdo mais
completa a respeito da condicdo das vias aéreas (Derksen et al., 1989; Viel et al., 2000;
Hodgson e Hodgson, 2007).



Manuseio e Preparacao das Amostras

Preferencialmente, as amostras de AT devem ser transferidas a laminas o quanto
antes apos a colheita, realizando-se os esfregacos no proprio local de trabalho. Deve-se
procurar que as amostras cheguem ao laboratdrio, para processamento, no menor tempo
possivel, a fim de evitar-se a deterioracdo da morfologia celular e a proliferacdo
bacteriana. A manutencdo do material na temperatura ambiente por 8 horas causa
alteragdo celular minima, podendo-se estender este prazo para 24 horas mantendo-se as
amostras a 4°C (Pickles et al., 2002b). A contagem total de células nucleadas e as
avaliacdes de funcdo celular (fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio, entre outras) devem ser procedidas o mais breve possivel apés a colheita.

A contagem do numero total de células por ml na amostra pode ajudar na
interpretacdo dos numeros relativos (porcentuais) de cada tipo celular identificado.
Assim, as contagens do numero total de células nucleadas (NTCN) e de eritrocitos totais
podem ser realizadas de forma precisa utilizando-se a camara de Neubauer ou um
contador automatico de células. O numero total de células nucleadas varia de acordo
com a técnica de colheita, AT ou LBA, e a forma utilizada para a contagem. Em geral, 0
AT de um cavalo clinicamente normal contém < 10° células/litro, com poucas ou
nenhuma hemacia presente. Para o LBA, considera-se que um cavalo sadio tenha entre
< 10° células/litro a 4 x 10°® células/litro. Contudo, o volume de fluido infundido, no
caso do LBA, influenciara na contagem total e diferencial de células na amostra obtida.
Pequenos volumes resultam em um lavado bronquial, sem a obtencdo de células do
espaco alveolar, e acabara por obter um maior porcentual de neutréfilos. Isto, em
comparagdo com maiores volumes infundidos, que obtém amostras mais representativas
da regido alveolar das vias aéreas. Como o volume infundido de solu¢do variou
consideravelmente entre estudos realizados anteriormente, estabeleceu-se no Michigan
Workshop que um volume padréo a ser utilizado em LBA deve compreender entre 250-
500 ml, permitindo a comparacdo entre estudos utilizando a técnica do LBA (Hewson e
Viel, 2002; Hodgson e Hodgson, 2007).

As amostras obtidas por AT usualmente sdo estendidas em laminas para
citologia e secadas ao ar, até serem coradas. As amostras de lavados podem ser
preparadas por esfregaco, a partir do concentrado de células (pellet) apds a

centrifugacdo do material a 340g por 6 minutos, ou por citocentrifugacdo, ndao tendo



sido encontrado diferenca no diagndstico final obtido por uma ou outra forma de
preparar a lamina (Pickles et al., 2002a). A utilizacdo do esfregaco é mais viavel para o
trabalho a campo (Hodgson e Hodgson, 2007), ja que a citocentrifugacao exige o envio
do material a um laboratdrio que possua este equipamento. A preparacdo das laminas
através do uso da citocentrifuga causa um significativo aumento na contagem
porcentual de macrofagos e uma diminuicdo no porcentual de linfocitos, em
comparacdo a preparacdo por esfregaco, sem causar alteracdo no diagndstico. A
contagem porcentual de neutrofilos ndo é alterada comparando-se as duas formas de
preparo das laminas (Pickles et al., 2002a). Portanto, tanto a citocentrifugacdo quanto o
esfregaco sdo considerados adequados para o preparo de laminas para a avaliacdo
citoldgica, sendo importante o clinico manter a consisténcia no emprego de uma das

duas formas (Hodgson e Hodgson, 2007).

Técnicas de Coloragao

Preparadas as laminas, varias técnicas de coloracdo sdo usualmente empregadas,
sendo as mais comuns a Wirght-Giemsa, Diff-Quick, May-Grunwald, Leishmann
(Hoffman, 1999; Hewson e Viel, 2002; Viel e Hewson, 2003) e Rosenfeld (Fernandes et
al., 2000; Lessa et al., 2007). A identificacdo de mastdcitos pode ser melhorada
utilizando-se as coloracbes de Leishmann ou o Azul de Toluidina (Hoffman, 1999;
Hughes et al., 2003; Hodgson e Hodgson, 2007). A deteccdo de hemossiderofagos, em
cavalos com HPIE, pode ser feita facilmente através das coloragfes como Diff-Quick,
Wright-Giemsa (Mazan e Hoffman, 2003) e Romanowsky (Zinkl, 2002; Michelotto
Junior et al., 2007b), mas a coloracdo Azul da Prussia é recomendada para evidenciar a
hemossiderina (Doucet e Viel, 2002; Biava et al., 2006).

Interpretacdo dos Achados Citoldgicos

O significado das variagdes no nimero total de células e nos valores relativos
para os principais tipos celulares, evidenciados nas amostras citoldgicas de AT e LBA,
fazendo as devidas associagdes a préatica do exercicio, serdo discutidos e apresentados
conforme os resultados obtidos por diversos estudos.



A contagem do numero total de células nucleadas (NTCN) do LBA néo altera
apos um exercicio extenuante, mas sofre influéncia do treinamento. As amostras obtidas
de cavalos de corrida, apds um periodo de treinamento, apresentaram o0 NTCN maior do
gue antes (Raidal et al., 2000). Também, um estudo em potros PSI de corrida jovens,
onde o LBA foi colhido 24 horas ap6s um exercicio intenso, pode-se constatar um
aumento significativo no NTCN em relacédo ao grupo controle (Michelotto Junior et al.,
2008a).

As células epiteliais ciliadas constituem um achado comum nas amostras de AT,
podendo encontrar-se em ndmero aumentado nas amostras colhidas com o auxilio do
endoscopio. No LBA, estd ausente ou pode ser ocasionalmente identificada,
particularmente pelo traumatismo a mucosa, causado pelo endoscopio ou pela sonda
durante a colheita. Contudo, um aumento ndo traumatico na populacdo de células
epiteliais no LBA pode acontecer como resultado de uma infeccdo viral ou em casos de
exacerbacdo severa de inflamacgdo das vias aéreas (Viel e Hewson, 2003; Lessa et al.,
2007). Nas viroses, uma caracteristica do dano epitelial pelo virus é a identificacdo de
placas de cilios soltos na lamina, o que é conhecido como ciliocitoftoria (Hewson e
Viel, 2002).

Células caliciformes séo células produtoras de muco, ndo ciliadas, que podem
ser observadas em variadas formas nas preparagdes citoldgicas (Hodgson e Hodgson,
2007). A observacdo de uma maior quantidade destas células pode ocorrer em
inflamacdo das vias aéreas (Voynow et al., 2004; Lugo et al., 2006), tendo sido
descritas, nos cavalos, em casos de obstrucdo recorrente das vias aéreas (ORVA) (Zinkl,
2002). Também foram observadas em amostras de AT traqueal de potros PSI de corrida
antes do inicio dos treinamentos (Michelotto Janior et al., 2007b), podendo representar
uma observacdo precoce de inflamagdo das vias aéreas causada por fatores ambientais.

O macrofago alveolar é a célula predominante em amostras de AT e LBA de
cavalos sadios, compreendendo em torno 60% - 70% do total de celulas (Hoffman,
1999; Hoffman et al., 2003; Viel e Hewson, 2003). Estas células podem conter em seu
interior uma variedade de substdncias fagocitadas, tais como eritrocitos, células
apoptdticas, esporos de fungos, polens e hemossiderina (Hodgson e Hodgson, 2007).
Um namero aumentado de macrofagos foi detectado nas vias aéreas de cavalos PSI de

corrida, que apresentaram-se com tosse cronica (McKane et al., 1993).



Os macréfagos multinucleados (macrofagos gigantes multinucleados ou células
gigantes) formam-se a partir da fusdo de dois ou mais macrdfagos, constituindo um
achado importante no processo inflamatério pulmonar (Anderson et al., 1999) ao
mesmo tempo que representa uma resposta imune do tipo Th2 (Helming e Gordon,
2007). Estas células podem ser observadas em pequena quantidade no AT e no LBA de
cavalos sem sinais de inflamacdo das vias aéreas, sendo que um aumento no seu
aparecimento pode acontecer em casos de inflamacdo crénica (Hodgson e Hodgson,
2007).

Os linfocitos aparecem em pequena quantidade no AT, representando < 10% do
total de células (Hodgson e Hodgson, 2007; Hoffman et al., 2003) mas estdo em maior
proporgédo nas amostras de LBA, onde representam em torno de 30% - 35% do total de
células (Hoffman et al., 2003; Viel e Hewson, 2003).

A presenca de neutrofilos nas vias aéreas de cavalos sadios, também deve
ocorrer em pequenas quantidades, se bem que por responderem a qualquer estimulo, seu
porcentual pode flutuar rapidamente. A migracdo de neutrdfilos para o trato respiratorio
pode acontecer em 5 - 6 horas a partir do estimulo (Brazil, 2001; Léguillette, 2003) e
sdo encontrados em maiores propor¢cbes no AT em relacdo ao LBA, refletindo,
possivelmente, a maior exposicdo das vias aéreas proximais a influéncias nocivas. A
interpretagdo quanto aos valores a serem considerados normais para neutrofilos nas vias
aéreas, constitui um dilema, especialmente no AT, pela dificuldade em associar-se 0
aumento no porcentual de células a uma patologia pulmonar (Hodgson e Hodgson,
2003). Assim, considera-se que o porcentual de neutréfilos nas vias aéreas de cavalos
sadios deva ser < 20% do total para o AT (Hodgson e Hodgson, 2007; Hoffman et al.,
2003) e < 5% no LBA (Hoffman et al., 2003; Viel e Hewson, 2003).

Em cavalos de corrida, o aumento no porcentual de células inflamatdrias pode
caracterizar doenga inflamatoria das vias aéreas (DIVA), sendo que a neutrofilia no
LBA pode ser correlacionada a um baixo rendimento desportivo (Couétil et al., 2007).
Apesar de Holcombe et al. (2006) ndo terem encontrado uma associacdo entre as
contagens de células e o rendimento desportivo, dentre os cavalos estudados, aqueles
que ja haviam participado de uma corrida apresentaram maiores quantidades de
neutrofilos em relacdo aos que ainda ndo haviam corrido. Outro estudo, no entanto,

encontrou uma quantidade maior de neutréfilos no lavado traqueal (LT) dos cavalos em



treinamento, sendo ainda mais acentuado nos cavalos referindo tosse, 0 que representou
também um maior risco de participacdo bacteriana (Christley et al., 2001). Outro ainda,
procurou correlacionar a presenca de neutréfilos nas vias aéreas a capacidade
desportiva, evidenciou a presenca de um porcentual médio de 36,5% de neutréfilos na
traquéia, em 567 exames realizados, sendo que muitos dos cavalos ndo haviam
apresentado quantidades visiveis de muco. Os potros de dois anos de idade avaliados
neste ultimo estudo, mesmo sem muco visivel na traquéia apresentaram 33,3% de
neutréfilos (Robinson, 2005).

Contudo, também deve-se levar em consideracdo o clima, a estacdo do ano e a
condigdo de manejo em que se encontram 0s grupos de cavalos estudados, quando se
avalia as populacBes celulares nas vias aéreas. O numero porcentual médio de
neutrdfilos no LT de cavalos de montaria avaliados durante o inverno foi de 39,8%,
tendo sido de 30,3% no verdo. Neste estudo, o LT dos cavalos que ndo apresentaram
muco visivel na traquéia foi de 29% durante o inverno e de 24% no verao, sendo que 0s
autores concluiram que os cavalos mantidos fora, durante o inverno, apresentaram
acimulos de muco com uma quantidade maior de células inflamatdrias nas vias aéreas
(Robinson et al., 2006).

Portanto, parece que a inflamacéo das vias aéreas precede a producdo de muco,
havendo a necessidade de que os neutréfilos sejam ativados, no trato respiratdrio, para
que 0 muco seja produzido de forma visivel na traquéia (Robinson, 2005). De qualquer
forma, um consenso ao respeito da DIVA concluiu, até 0 momento, que a presenca de
inflamacdo traqueal ndo é suficiente para caracterizar a DIVA, em parte pela
discordancia entre a citologia traqueal e a do LBA e pela auséncia de dados
correlacionando a citologia traqueal com o rendimento atlético (Couétil et al., 2007).

Os eosinofilos sdo encontrados em nimero bastante baixo (0% - 2%) no AT e no
LBA de cavalos adultos clinicamente sadios (Hodgson e Hodgson, 2007). Um aumento
no porcentual de eosinofilos no LBA de cavalos é usualmente um achado transitorio,
sendo que dificilmente esse achado se repetira, mesmo realizando-se uma nova colheita
de LBA 24 horas apds a primeira (Viel e Hewson, 2003). Mesmo assim, constatou-se
em cavalos de corrida jovens com baixo rendimento, uma hiperresponsividade das vias
aéreas associada a uma populacdo de eosindfilos aumentada no LBA (Hare e Viel,
1998; Hewson e Viel, 2002).



Os mastdcitos também sdo encontrados em pequeno numero nas amostras de AT
e de LBA, e um aumento do seu porcentual ja foi correlacionado a hiperresponsividade
das vias aéreas em cavalos apresentando tosse cronica, alteragdes em medidas de funcédo
pulmonar e rendimento atlético reduzido (Christley e Rush, 2007; Hoffman et al.,
1998). A identificagdo dos mastdcitos nas amostras citoldgicas é facilitada pela
utilizacdo de colorages especiais, tais como 0 Azul de Toluidina e Leishmann (Hewson
e Viel, 2002; Hodgson e Hodgson, 2007; Hughes et al., 2003).

De qualquer forma, os mastocitos sdo predominantemente encontrados nas
pequenas vias aéreas distais e alvéolos, aparecendo mais em LBA em relacdo ao AT,
enquanto que os eosindfilos aparecem de forma mais generalizada pelas vias aéreas
inferiores. A utilizacdo tanto do AT quanto do LBA faz-se necessario para a avaliacdo
mais completa de mastocitos e eosindfilos nas vias aéreas inferiores dos cavalos
(Hughes et al., 2003).

As Espirais de Curschmann constituem uma matriz de muco que obstrui as
pequenas Vias aéreas, sendo observadas quando a producdo de muco esta aumentada nos
bronquiolos menores (Zinkl, 2002), especialmente em casos avangados de inflamacgédo
pulmonar (Viel e Hewson, 2003). Em um estudo, foram observadas em amostras de AT
em 13,5% dos potros PSI de corrida avaliados ainda antes do inicio dos treinamentos,
podendo representar uma fase bastante precoce da inflamagéo pulmonar em funcgéo de
fatores ambientais (Michelotto Janior, 2007b). A quantidade aumentada de muco nas
vias aereas esteve associada a tosse e ao porcentual aumentado de neutrofilos,
significando inflamacédo das vias aéreas dos cavalos (Holcombe et al., 2006; Robinson,
2005; Robinson et al., 2006). A relacdo entre a producdo de muco nas vias aéreas e 0
exercicio, pode ser explicada pelo aumento da expressdo do gene MUCS5AC,
responsavel pela produ¢do de mucina, induzido pelo exercicio (Hallstrand et al., 2007).

No LBA, pode haver a predominéncia de um unico tipo de célula inflamatoria,
como o0 mastocito, o eosinofilo, o linfocito, ou o neutrofilo, mas também pode-se
observar uma resposta inflamatoria mista. A predominancia de um Unico tipo celular
aparentemente ocorre no inicio da inflamagdo pulmonar, sendo que uma populacéo
mista de células é observada mais freqlientemente a medida que a resposta inflamatéria

progride (Viel e Hewson, 2003).



Alteracdes na Citologia Decorrentes do Exercicio

A prética do exercicio, e os seus efeitos no organismo, tem sido extensamente
estuda, podendo ser considerada benéfica ou prejudicial a saide, conforme a
intensidade, a duracdo e as condi¢cdes nas quais ocorra. Ja esta bem definido que, o
exercicio fisico como indutor de estresse, provoca alteracbes funcionais no sistema
imunolégico (Leandro et al., 2002). Igualmente, os efeitos do exercicio as vias aéreas

tém sido investigados em diversas espécies.

Um estudo em camundongos, submetidos a treinamento aeroébico, de intensidade
moderada, evidenciou a diminuicdo do infiltrado leucocitario pulmonar, o que foi
proposto como um efeito benéfico do exercicio, a ser transportado a pacientes asmaticos
(Pastva et al., 2004).

Em pessoas asmaticas, uma condi¢cdo muitas vezes comparada a inflamagéo
pulmonar dos cavalos (DIVA e ORVA), a broncoconstric¢do induzida pelo exercicio
causou injuria ao epitélio, resultando num marcado aumento do porcentual de células
epiteliais (Hallstrand et al., 2005) e de eosindfilos na secrecdo respiratoria, o que esteve
associado ao aumento de cisteinil leucotrienos e prostaglandina E, (Hallstrand et al.,
2005; Kivity et al., 2000). A concentracdo aumentada de ceélulas epiteliais foi
evidenciada também no LBA de cavalos, que realizaram exercicio em ar frio (-5°C),

estando associado ao aumento de citocinas do tipo Th2 (Davis et al., 2005).

A eosinofilia também foi observada na secrecdo de atletas corredores, que
apresentaram  hiperresponsividade bronquial ao exercicio, 0s quais também
evidenciaram niveis aumentados de Oxido nitrico no exalado e exacerbagdo dos

sintomas induzidos pelo exercicio (Vergés et al., 2005).

Em corredores, também demonstrou-se que o exercicio fisico, particularmente o
prolongado, causou estresse significativo ao sistema respiratorio (Denguezli-
Bouzgarrou et al.,, 2006). Uma temporada de treinamento para corridas de longa
distancia induziu um recrutamento de neutréfilos e macrofagos para as vias aéreas,
resultando em inflamacéo pulmonar induzida pelo treinamento. A porcentagem basal de
neutréfilos no escarro induzido manteve-se alta, sugerindo um aumento crénico de
neutrofilos nas vias aéreas, contudo, de magnitude insuficiente para causar

manifestacdes clinicas. Os autores constataram, associado as alteracdes citologicas, um



aumento significativo de histamina, interleucina-8 (IL-8), leucotriene Bs (LTB,4) e

leucotriene E4 (LTE,) (Denguezli-Bouzgarrou et al., 2007).

O treinamento também ocasionou um aumento no porcentual de neutréfilos no
LBA de potros PSI de corrida, em estagio adiantado de treinamento, mas que ainda nao
haviam corrido. Juntamente ao aumento na populacdo de neutrofilos encontrou-se um
aumento do NTCN e da concentragdo de proteinas no LBA, representando inflamacéo
das vias aéreas em potros de corrida ainda bastante jovens. Apesar da patogénese da
DIVA ainda ser pouco definida (Couétil et al., 2007), o estudo em questéo identificou a
participacdo do fator de agregacdo plaquetdria (PAF) na inflamacdo pulmonar nos
potros PSI de corrida na fase inicial da sua vida atlética (Michelotto Janior et al.,
2008b).

O LBA de potros de corrida jovens que ainda ndo haviam corrido, colhido 24
horas ap0s um exercicio intenso, evidenciou 10,5% de neutréfilos e 2,8% de
hemossider6fagos, dentre o total de células. Assim, observou-se inflamacdo pulmonar
juntamente com evidéncia de HPIE, também numa fase bastante precoce da vida atlética
de potros preparados para a corrida (Michelotto Janior et al., 2008a).

A avaliacdo de 27 cavalos quarto de milha saudaveis, atraves de endoscopia e
citologia do AT apds prova de trés tambores, detectou um porcentual de neutréfilos de
23,1%, sendo que trés dos cavalos avaliados apresentaram eosinofilia. Assim,
constatou-se que através da avaliacdo citoldgica pode-se identificar inflamacéo
pulmonar mesmo antes que esta provoque o aparecimento de sinais clinicos evidentes,
ja que os cavalos estudados ndo apresentavam histérico de doenca respiratoria. A
avaliacdo endoscdpica evidenciou HPIE em seis cavalos, enquanto que somente em trés
deles observou-se hemossiderdéfagos no AT, demonstrando que pode haver uma
discrepancia temporal entre a observagdo de sangue na traquéia e o aparecimento de

hemossider6fagos nas vias aéreas (Michelotto Junior et al., 2007a).

Hemorragia Pulmonar Induzida Pelo Exercicio (HPIE)

A HPIE foi descrita inicialmente em cavalos de corrida, por Pascoe et al. em
1981, baseado na observacdo endoscépica de sangue nas vias aéreas de cavalos apds o



exercicio. Desde entdo, uma prevaléncia de HPIE em torno de 50% tem sido descrita em

cavalos de distintas atividades desportivas (Doucet e Viel, 2002).

Um estudo realizado em 121 cavalos PSI, avaliados no periodo de 60 minutos
apos a corrida atraves de endoscopia e citologia do AT, demonstrou uma incidéncia de
HPIE de 76,9%, mesmo ndo tendo ocorrido epistaxe em nenhum dos cavalos estudados.
Encontrou-se também que a condi¢do da pista de areia influenciou a incidéncia da
HPIE, sendo que na pista seca houve 82,2% de hemorragia, enquanto que houve 75% na
pista imida e 60% na pista molhada. O autor creditou a maior incidéncia de HPIE em
cavalos que correram na pista seca, a maior velocidade desenvolvida pelos cavalos neste
tipo de pista. Na avaliacdo citoldgica dos AT detectou-se hemossider6fagos presentes
em 64,4% dos cavalos avaliados. Ndo houve uma relacdo entre o0 aparecimento de
hemossiderofagos nos AT e a colocacdo obtida nas corridas, contudo, com relacdo a
observacao de sangue, 65,5% dos cavalos considerados perdedores apresentaram algum
grau de sangue na traquéia, enquanto que este valor foi de 34,4% para os cavalos
ganhadores (Eppinger, 1990).

Os hemossiderdfagos, considerados um achado importante para o diagnostico da
HPIE, foram demonstrados em secrecfes traqueais e lavados broncoalveolares de
cavalos portadores, mas também em cavalos sem historia prévia e exame clinico
indicativos de HPIE (Doucet e Viel, 2002).

Em outro estudo, a utilizacdo da citologia do LBA para avaliar 62 cavalos PSI de
corrida em treinamento, evidenciou que 73% dos cavalos examinados apresentavam
eritrécitos livres, enquanto que 90% deles apresentavam hemossiderdfagos. Assim, 0s
autores concluiram que a avaliacédo pela citologia do LBA identificou uma prevaléncia

maior de HPIE que a avaliacdo endoscopica simplesmente (McKane et al., 1993).

A quantidade de eritrocitos no LBA (Epp et al., 2006; Geor et al., 2001; Kindig
et al., 2001; Meyer et al., 1998), a exemplo da observacdo de hemossiderofagos,
também pode ser utilizada para a identificacdo e avaliacdo da HPIE. Demonstrou-se
que, em relacdo aos cavalos controle, os cavalos com HPIE apresentaram quantidades
maiores de eritrocitos imediatamente apOs o exercicio, sendo que as avaliacOes
citologicas voltaram ao normal ap6s uma semana. Quanto & observacdo dos
hemossider6fagos, demonstraram que a presenca destes aumentou no LBA uma semana

apos o exercicio, permanecendo em numero elevado pelo periodo de trés semanas



(Meyer et al., 1998). A presenca de hemossider6fagos nas amostras de LBA, portanto,
pode ser considerada a forma mais sensivel para se avaliar a severidade da HPIE
(Sanchez et al., 2005).

Outra maneira de realizar a avaliagdo dos hemossiderofagos no LBA ¢ através
da graduacdo de hemossiderina, utilizando-se a coloracdo Azul da Prussia, sendo mais
sensivel na identificacdo da HPIE em relacdo a repetidas avaliacBes endoscopicas
(Biava et al., 2006; Doucet e Viel, 2002). Contudo, o fato dos eritrocitos terem que ser
degradados a hemoglobina e ferritina antes da hemossiderina ser formada, deve-se ter o
cuidado na avaliacdo das amostras, ja que o tempo da colheita ap6s a hemorragia pode

influenciar no resultado.

Os efeitos da HPIE sobre o rendimento desportivo tém sido estudados, bem
como as maneiras de identificar alteracdes importantes da hemorragia nas vias aéreas
dos cavalos. AlteracGes pulmonares identificadas sdo a hiperplasia e hipertrofia de
célula epitelial alveolar, com fibrose intersticial. Contudo, estas alteracdes ndo foram

observadas ap6s uma instilagdo de sangue nas vias aéreas (Derksen et al., 2007).

Assim, o0 prognostico para um cavalo que apresenta HPIE pode ser dado pela
identificacdo de células inflamatdrias no LBA (Doucet e Viel, 2002) sendo que a
presenca de células inflamatdrias, juntamente com os hemossiderdfagos, confere um

prognostico reservado ao caso (Viel e Hewson, 2003).

A observacdo de eosinofilia em cavalos com HPIE foi feita no LBA (Viel e
Hewson, 2003) e no LT (Hegedis et al., 2007). A presenca aumentada de neutrofilos,
também foi evidenciada nos cavalos de corrida com HPIE em relacdo aos seus controles
(Hegedis et al., 2007), mas a observacdo de finos cordfes de muco, macrdéfagos
espumosos e um alto grau de celularidade, onde podem predominar tanto os neutréfilos
como os linfécitos, também constitui um achado citoldgico para cavalos com HPIE
(Lessa et al., 2007). Desta forma, a presenca de células inflamatérias nas vias aéreas de
cavalos com HPIE indica a associacdo entre a HPIE e a DIVA.



Outros Efeitos do Exercicio nas Vias Aéreas

Os lavados colhidos das vias aéreas podem ser utilizados para outros tipos de
avaliacOes e estudos, com finalidade principalmente a pesquisa, mas com resultados
igualmente importantes ao médico veterinario clinico de equinos. Assim, & possivel
estudar os efeitos do exercicio sobre a funcdo imune celular, através da avaliacdo da
producdo de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio, da capacidade fagocitica de

macrdfagos e neutréfilos bem como a atividade linfocitaria.

Uma das primeiras informacGes a respeito da influéncia do exercicio na
capacidade fagocitica dos macrofagos alveolares foi publicada por Wong et al. (1990),
demonstrando que o exercicio intenso reduziu a fagocitose, comprometendo a
capacidade antimicrobiana dos macréfagos alveolares, o que resultou num aumento da

susceptibilidade a infec¢des respiratorias em cavalos atletas.

A diminuicdo da capacidade fagocitica dos macrofagos alveolares apés um
exercicio intenso, também foi demonstrada por Raidal et al. (2000). Neste estudo, a
explosdo oxidativa dos macréfagos alveolares e dos linfocitos obtidos do LBA
aumentou, sendo que os autores puderam demonstrar que o0 exercicio intenso € capaz de

influenciar a funcéo das celulas do sistema imune pulmonar.

A capacidade fagocitica dos macréfagos alveolares também esteve reduzida no
LBA de potros PSI de corrida jovens, 24 horas apds um exercicio intenso. A funcgéo
microbicida dos macrofagos alveolares, demonstrada pela capacidade de producéo de
peréxido de hidrogénio, esteve 79% menor apds o exercicio em relagdo ao grupo
controle (Michelotto Janior et al., 2007c). Portanto, este estudo corrobora com 0s
anteriores, de que o exercicio intenso influencia a funcdo das células do sistema imune
pulmonar, a0 mesmo tempo em que aumenta a susceptibilidade as infeccdes

respiratorias.

Assim, ainda sdo muitas as possibilidades de avaliacdo das amostras obtidas das
vias aéreas, tais como o estudo dos mediadores da inflamacdo pulmonar nos cavalos, na
DIVA e na ORVA, e também sua relacdo com o exercicio, a fim de que o melhor
entendimento do processo inflamatorio permita o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes. Igualmente, ainda é preciso conhecer melhor a prevaléncia das doencas

pulmonares inflamatorias nas diferentes populac@es de cavalos atletas, falando-se em



diferentes racas, atividade desportiva e mesmo localidades. Portanto, é de suma
importancia que o clinico utilize, de forma rotineira, a obtencdo de amostras das vias
aéreas, por aspirado e/ou por lavados, na busca pelo diagnéstico mais apurado bem

como para a avaliacdo dos tratamentos empregados.
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