Archives of Veterinary Science, v. 11, n. 1, p. 60-65, 2006

Printed in Brazil

ISSN: 1517-784X

AVALIACAO CLINICAE CITOLOGICA DO TRATO,RESPIRATOIRIO DE CAVALOS DA RACA
QUARTO DE MILHA, APOS O EXERCICIO

(Clinical and cytologic evaluation of respiratory tract from
quarter horses following exercise)

BIAVA, J.S."; GONGALVES, R.C.2; DORNBUSCH, P.T.3; MICHELOTTO JUNIOR, P.V.3;
BIONDO, A.W.%; CASSOU, F.5; ZANOTTO, G.M.%; TELLES, J.E.Q."

'P6s-graduanda da Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp / Botucatu — SP;
2Docente da Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp / Botucatu — SP;

SDocente de Clinica e Cirurgia de Eqiiinos — PUC — PR;

“Docente Departamento de Medicina Veterinaria da UFPR — PR;

5Pés-graduanda de Medicina Veterinaria da UFPR — PR;

6Académico de Medicina Veterinaria da UFPR — PR;

’Médico do Departamento de Patologia do Hospital de Clinicas / UFPR — PR.

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar a
citologia do lavado broncoalveolar (BAL) apés o
exercicio de doze cavalos da raga Quarto de Milha,
provenientes de Curitiba e Regido Metropolitana. Apés
a infusdo de 100 ml de solugédo fisiolégica com auxilio
de endoscopia e cateter de silicone, foram recuperados
acondicionados em torno de 30 mL de BAL por cavalo,
analisados e submetidos a centrifugagdo. Laminas de
citocentrifuga foram obtidas e coradas pelas técnicas
de Giemsa, Papanicolaou e Azul da Prassia. Nenhum
dos cavalos apresentou epistaxe ou outra anormalidade
ao exame clinico, nem sangramento pulmonar a
endoscopia. A contagem de hemacias e leucécitos no
BAL esteve dentro dos valores de referéncia
encontrados na literatura, assim como os diferenciais
leucocitarios, com a proporgcdo média de 62,3+13,7%
e 34,1+14,8% para macréfagos e linfécitos,
respectivamente. No entanto, a presenga de
hemossider6fagos em diferentes percentuais, sugere
que parte destes animais estejam sob hemorragia
pulmonar incipiente, ndo detectada clinicamente.
Concluiu-se, baseado no presente trabalho, que a
avaliagao das populagdes celulares com o uso da
citocentrifuga em associagdo a coloragdes especiais
pode fornecer ao clinico importantes informagdes
adicionais acerca do status funcional do trato
respiratério, em particular hemorragias subclinicas.

Palavras-chave: Citologia, Lavado Broncoalveolar,
citocentrifuga, cavalo, Quarto de Milha

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the
bronchoalveolar lavage (BAL) cytology following exercise
from twelve Quarter Horse breed animals from Curitiba
City and surroundings. After infusion of 100 ml of
physiologic solution with endoscopy and silicon catheter,
an average of 30 mL of BAL was recovery per horse,
analized and submited to cytocentrifugation.

Cytocentrifuge slides were obtained and stained by
Giemsa, Papanicolaou and Perl’s Prussian Blue. None
of the horses presented epistaxis or any other
abnormality on the clinical examination, nor pulmonary
bleeding by endoscopy. The erythrocyte and leukocyte
in BAL counts were with in the normal range of literature,
as well as the leukocyte differential, with a mean
proportion of 62.3£13.7% and 34.1£14.8% for
macrophages and lymphocytes, respectivelly. However,
the presence of hemosiderophages in different
percentages, suggested that part of the animals were
under subclinical pulmonary hemorrhage, not clinically
detected. Based on the present study, we concluded
that the evaluation of cellular populations with the use of
cytocentrifuge and special stains can provide to the
clinician important additional information on functional
status of respiratory tract, particularly hemorrhage.

Key-words: Cytology, BAL, cytocentrifuge, equine,
Quarter Horse.

Introducao

O exame citoldgico das vias aéreas inferiores pode
ser realizado através de aspirado transtraqueal e de
lavados traqueal, traqueobrénquico e broncoalveolar
(BAL) que auxiliam na avaliagdo das doengas do trato
respiratério (FOGARTY, 1990; ERICKSON e POOLE,
2003). O BAL envolve a lavagem das vias aéreas
inferiores, através de endoscépio ou cateter introduzidos
em um brénquio (SWEENEY e BEECH, 1991;
COWELL e TYLER 1992; HEWSON e VIEL, 2002). O
BAL é a técnica mais sensivel para avaliar o meio celular
dentro de um segmento de brénquio, bronquiolo e
alvéolos, sendo o método de sele¢cao mais adequado
para avaliar as vias aéreas distais (FORGARTY e
BUCKLEY, 1991; CLARK et al., 1995; ERICKSON e
POOLE, 2003). MAZAN e HOFFMAN (2003), referem
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em seu estudo uma significativa diferenga entre o BAL
de cavalos de corrida e cavalos de outros esportes,
sendo que estes Ultimos apresentaram uma
quantidade significativamente maior de neutréfilos,
indicando uma maior cronicidade do processo
inflamatério nestes animais.

Ainterpretacao citologica varia com o método de
colheita da amostra e a técnica de processamento
utilizada (HEWSON e VIEL, 2002), assim como o
tipo de liquido infundido, pH, volume, didmetro do
material de coleta e o tempo de estocagem da
amostra antes do processamento (MCGORUM et al.,
1993; HEWSON e VIEL, 2002). A avaliagéao
citolégica é feita pela contagem diferencial de
macréfagos, neutréfilos, linfocitos, eosinéfilos,
mastécitos e células cilindricas do epitélio das vias
aéreas (SWEENEY etal., 1992; CLARK et al., 1995;
HEWSON e VIEL, 2002). A citologia pode atestar a
hemorragia pulmonar, quando houver presenga de
macréfagos alveolares fagocitando eritrocitos ou com
hemossiderina no seu citoplasma (COWELL e
TYLER, 1992; OLIVER et al., 2003). Segundo
MCKANE e SLOCOMBE (1999), sao observados
poucos hemossideréfagos nos primeiros trés dias
ap6s a hemorragia pulmonar e grande quantidade
de hemossider6fagos e mesmo de eritrécitos
totalmente preservados ainda 14 dias apés a
hemorragia, caracterizando a dificuldade do sistema
mucociliar e fagocitario em remover a hemorragia
presente. Os autores observaram ainda pequeno
numero de células no lavado broncoalveolar
realizado no 21° dia ap6s a hemorragia pulmonar.
Além disso, pode-se detectar processos inflamatérios
quando ha aumento no nimero de neutroéfilos e
suspeitar de processos alérgicos, fungicos ou
reagbes a metazoarios quando houver aumento de
eosindfilos.

Para a interpretagao citolégica da amostra dois
procedimentos devem ser realizados: uma lamina
direta, no momento da coleta, para a contagem total
de células, e outra utilizando a citocentrifuga para a
contagem diferencial das células. Alamina preparada
pela citocentrifuga é preferida pelos clinicos, pois
muitas células sdo concentradas em uma area da
lamina facilitando assim a contagem diferencial em
suas diferentes coloragées (HEWSON e VIEL, 2002).
Para maior acuracia na interpretagao dos resultados,
muitos citologistas preferem realizar a contagem
diferencial de, no minimo, 5 células por campo de
visdo no maior aumento ou 300 a 500 células por
lamina (MAZAN e HOFFMAN, 2003).

Apesar de varios estudos realizados em cavalos
de corrida, pouco se sabe sobre a importancia da
hemorragia pulmonar induzida por exercicio (EIPH)
em animais de trabalho ou esporte. O objetivo do
presente estudo foi de avaliar clinicamente e
citologicamente o BAL de cavalos da raga Quarto
de Milha apés o exercicio, com o uso da
citocentrifuga e coloragdes especiais.

Material e Método

Foram utilizados 12 equinos da raga Quarto de Milha,
6 machos e 6 fémeas, com média de 5,3 + 3,0 anos de
idade e variando entre 3 a 14 anos, pesando 477 + 26
kg, clinicamente saudaveis, provenientes de Curitiba e
Regido Metropolitana, Estado do Parana. Os cavalos
eram mantidos em piquetes durante o dia e
encocheirados durante a noite, alimentados com feno
de alfafa, racdo comercial e dgua ad libitum, além de
vermifugados a intervalos de 60 dias. O regime de
exercicios era de uma hora diaria, seis dias na semana,
incluindo a participagdo em campeonatos de tambor e
baliza.

O exame clinico foi realizado em todos os animais
30 minutos apds o exercicio e previamente a
endoscopia. Foram avaliados: a frequéncia respiratéria,
frequéncia cardiaca, estado de hidratagado, coloragao
de mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC),
linfonodos e atitude ao exame.

Os animais foram examinados visualmente através
de endoscépio flexivel (Colonoscoépio CF 140L, Olympus
Company, EUA), introduzido na narina em dire¢éo a
traquéia e brénquios, com prévia sedacdao quando
necessario. Foi utilizado um colonoscoépio, marca
Olympus, com 1,80 metros de comprimento e 12,80
mm de diametro externo com fonte de luz fria de 150
Watts. No trato respiratorio superior e inferior, verificou-
se a presencga de secregao nasal e epistaxe, a presenca
de secrecgao traqueal, alteragdes da bifurcagao traqueal
(carina), alteragbes nos brénquios principais e outros
achados relevantes. A presenca de hemorragia
pulmonar induzida por exercicio (EIPH) foi observada
e, quando necessario, graduada de Grau 0 a Grau IV
segundo escala de Eppinger (EPPINGER, 1990). Apés
avisualizacéo das vias aéreas 0 endoscopio foi retirado
e um cateter de silicone (Bivona, Smiths, Reino Unido)
introduzido até um brénquio, sendo utilizada somente
infusdo de anestésico local (Lidocaina 1%) para diminuir
o reflexo de tosse.

Para a realizagao do lavado foram inoculados 100
ml de solugéo fisioldgica comercial, o liquido introduzido
sendo removido rapidamente por sucgao, com seringa
descartavel de 60 ml e devidamente identificado.
Concluida a aspiragdo da amostra, a seringa foi
desacoplada da sonda, o contetildo homogeneizado e
uma aliquota de 3ml foi separada para exame fisico-
quimico e citolégico quantitativo do BAL. O restante do
fluido foi colocado em uma caixa de isopor com gelo
em temperatura de 0 a 4°C e encaminhada
imediatamente ao Laboratério de Patologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC/
UFPR), onde as amostras conservadas sob refrigeragao
foram centrifugadas em citocentrifuga (Revan
Citocentrifuga 2000 D), durante 5 minutos. O botao
celular formado na lamina foi corado pelas técnicas de
Giemsa, Papanicolau e Azul da Prussia, segundo
metodologia padrao de confecgcao (KEEBLER e
SOMKAK, 1993). Para a analise diferencial de células,
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foram contadas, quando possivel, um total de 400
células, diferenciando-se as proporcoes de células
epiteliais cilindricas, neutréfilos, linfécitos, eosindfilos,
mastécitos e macréfagos.

A analise descritiva das laminas avaliou-se a
celularidade, a presenga de muco, hemacias, leucocitos
e células, integras ou degeneradas. As laminas foram
processadas com o uso de citocentrifuga e todas
analisadas para diferencial de células.

Os exames fisico-quimicos e citolégicos quantitativos
foram realizados no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da UFPR, por observagdo da amostra
e com o uso de tiras reagentes de urina (Uri-test, Inlab,
Sao Paulo). O liquido foi avaliado quanto ao volume
recuperado, aspecto, coloragdo, densidade especifica,
pH, proteinas, glicose, sangue oculto e bilirrubina. Para o
exame citolégico quantitativo o liquido do BAL foi
homogeneizado, diluido quando necessario, sendo as
hemacias e células nucleadas totais contadas com o
auxilio de camara de Neubauer em microscépio optico.

Resultados

Nenhum dos animais necessitou de prévia sedagao
para o exame clinico ou sondagem. Durante o exame
fisico constatou-se que a atitude, os linfonodos
palpaveis, o estado de hidratagdo e a coloragao de
mucosas ndo apresentaram alteragdes detectaveis.
Observou-se 21,1 £ 6,7 movimentos respiratérios por
minuto, 41,5 * 9,5 batimentos cardiacos por minuto e
2,1 + 0,3 seg. de tempo de preenchimento capilar.
Nenhum dos animais apresentou epistaxe ao exame
externo; apenas o cavalo 1 apresentou secregéo
mucosa nasal.

Nao foi observado sangramento a endoscopia nos
animais deste experimento. Havia presenga de pequena
quantidade de secregao assemelhando-se a saliva no
terco médio da traquéia dos cavalos 4, 7, 10 e 12; no
tergo proximal, dos cavalos 2, 5 e 8; no tergo distal, do
cavalo 1 e em todas as porgoes da traquéia, do cavalo
3. Nao foi observada a presenga de secregédo na
traquéia dos animais 6, 9 e 11. Nao foram observadas
alteragdes da bifurcagao traqueal (carina), alteragoes
nos brénquios principais ou quaisquer outros achados
relevantes como mostra a QUADRO 1.

Os lavados observados foram classificados como
transparente e ligeiramente turvos. A fita reagente foi
utilizada no BAL de 7 animais, sendo todos negativos
para glicose e bilirrubina, além disso, apresentaram
tragcos de proteinas, densidade especifica média de
1,003 £ 0,002 e pH de 5,0 £ 0,0. Atira reagente mostrou
sangue oculto em 5 das 7 amostras avaliadas, com
média de duas cruzes (101,4 + 137,3 hemacias/iL).

Os valores de volume de infusdo recuperados,
contagem de hemdcias, contagem de leucécitos e
outras células, diferencial leucocitario e percentual de
hemossideréfagos (contatos como parte do total de
macréfagos) encontram-se resumidos na TABELA 1. A
avaliagdo da composigao dos grumos celulares foi
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realizada com o auxilio de laminas coradas com
Papanicolau, e estavam presentes nas laminas dos
cavalos 1,5,6,8,9,10, 11, e 12. Aavaliagdo e contagem
de hemossidero6fagos foi realizada com a lamina corada
pelo método de Azul da Prussia, sendo observada nos
animais de nimeros 1,4, 5,9, 10, 11 e 12, a proporgao
de 25%, 76%, 15%, 19%, 50%, 40% e 11% do total de
macréfagos, respectivamente.

Discussao

Neste estudo observou-se que a avaliagao clinica ndo
mostrou alteragdes relevantes, uma vez que todos os
animais utilizados eram saudaveis. Nossos achados sao
semelhantes ao de BACCARIN (2005), que demonstrou
que as freqliéncias cardiaca e respiratdria podem estar
elevadas logo apdés o exercicio sem apresentar
alteragdes durante o repouso, mesmo em cavalos com
algum grau de hemorragia pulmonar.

Segundo os resultados obtidos, apenas trés cavalos
foram positivos na fita reagente para sangue oculto. Os
dados obtidos pela fita de urinalise ndo foram sensiveis
para detectar hemorragia pulmonar.

A utilizacdo da técnica de lavado broncoalveolar
(BAL) com auxilio de endoscopia é importante
instrumento na avaliagao citolégica das vias respiratérias
inferiores, permitindo diagnéstico mais preciso das
afecgdes respiratérias em eqliinos. A grande vantagem
do uso da endoscopia para a coleta do BAL é a
visualizagdo das estruturas das vias aéreas superiores
e inferiores, definindo com isso, suas alteragdes
anatémicas (ROY e LAVOIE, 2003). Além disso, pode-
se estimar a severidade da EIPH avaliando a quantidade
de sangue presente nas vias aéreas, pois a presenca
de epistaxe, ocorre somente em 0,25 a 13% dos cavalos
de corrida acometidos de EIPH (ERICKSON e POOLE,
2003). Neste estudo, néo foi observado nenhum grau
de hemorragia pulmonar segundo a escala de
EPPINGER (1990); entretanto, quando se utilizou o
BAL, 58,3% dos cavalos que estavam em exercicio
intenso durante o treinamento ou que haviam participado
de provas nos ultimos 21 dias, apresentaram
citologicamente, alguns sinais de EIPH. Poucos séo os
estudos que utilizaram a avaliagdo de hemossideréfagos
como parte da analise do BAL em cavalos. CLARK et
al. (1995) observaram que os hemossideréfagos podem
ser utilizados no diagnéstico de hemorragias subclinicas,
uma vez que o sangramento nao foi visivel pela
endoscopia. De acordo com BACCARIN (2005), o BAL
€ mais especifico e sensivel do que o exame
endoscoépico apos exercicio (Endoscédpio =1 a2 horas
apés exercicio; BAL= 1 a 21dias presencga de
hemossider6fagos).

Portanto, o padrao citolégico é bastante Gtil na
interpretacéo e formulagéo de diagnéstico diferencial,
ou seja, a citologia pode indicar processos inflamatérios
de etiologia alérgica, fungica, bacteriana, parasitarios
entre outras e até processos fisicos, como no caso da
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hemorragia induzida por exercicio (EIPH). Segundo
COWELL e TYLER (1992) é dificil mensurar valores
de referéncia para o BAL, pois a contagem pode variar
conforme a técnica de coleta e processamento. Porém,
concordamos com os autores quando estes afirmam
que a contagem diferencial de células no BAL de cavalos
clinicamente normais mostra um predominio de
macroéfagos e linfécitos (TABELA 1). Muitos desses
trabalhos sao realizados em cavalos de corrida e
MAZAN e HOFFMAN (2003), referem em um estudo,
significativa diferenca entre o BAL de cavalos de corrida
e cavalos de outros esportes, tais como tambor e baliza.
Neste trabalho os resultados sao similares, ou seja, os
cavalos da raga Quarto de Milha sé apresentam algum
grau de sangramento, visivel ao endoscépio ou a olho
nu, apds exercicio intenso. O sangramento pode ser
detectado por endoscopia 30 a 60 minutos apds o
exercicio, que é o tempo necessario para a drenagem
do sangue, das vias aéreas mais profundas para as de
grande calibre. No BAL desses cavalos pode-se
encontrar hemossider6fagos até 21 dias apds exercicio
intenso ou prova (MAZAN e HOFFMAN, 2003).

A citocentrifuga € um equipamento de grande valor,
pois ao concentrar as células, forma um botdao que
favorece a visualizagao e identificagéo celular em suas
diferentes coloragdes, conseguindo-se contar no minimo
5 células por campo (MAZAN e HOFFMAN, 2003).
Neste experimento, a citocentrifuga preservou a
morfologia das células adequadamente, principalmente
dos linfécitos, contrastando com o resultado obtido por
LAPOINTE et al. (1994). HEWSON e VIEL (2002) citam
um decréscimo da percentagem de linfécitos com o uso

de citocentrifuga. As coloragdes utilizadas permitiram
a adequada visualizagao de todos os tipos celulares. A
coloracdo de Papanicolau foi indispensavel para a
interpretacgao citolégica em [aminas que apresentaram
grumos celulares, uma vez que fornece uma
visualizagdo das camadas de células (macréfagos). A
coloragao especial — Azul da Prassia —foi utilizada para
confirmar animais com algum grau de hemorragia
pulmonar, como sugerem HEWSON e VIEL (2002),
identificando, com seguranga, os hemossiderégafos.

A utilizagdo de cavalos da raga Quarto de Milha foi
de grande importancia neste estudo, apesar da limitada
amostragem, conseguindo-se estabelecer uma
avaliagao citolégica de BAL para a raga, em provas de
trés tambores e seis balizas. O niumero de animais
parece ser limitante nos estudos de BAL em equinos,
provavelmente, devido a dificuldade em se coletar,
acondicionar e processar as amostras adequadamente
e com a mesma metodologia, bem como os custos
operacionais do processo. Alguns estudos foram
realizados utilizando-se menos de 10 animais (MARLIN
et al.,, 2002).

Para a coleta do BAL destes animais foi utilizado
somente lidocaina intratraqueal, que reduziu a
freqliéncia e a intensidade da tosse, corroborando os
achados de WESTERMANN et al. (2005), ndo sendo
necessaria a sedacao intravenosa, como sugerem
DOUCET e VIEL (2002).

Conclui-se que a prevaléncia da EIPH pode variar
conforme o método utilizado para detecta-la. Ela é
menor quando o diagnédstico é realizado por meios
visuais e aumenta quando se utiliza a citologia.

TABELA1 - LEITURA DIFERENCIAL E TOTAL DE LEUCC')CI'I:OS DO LAVADO BRONCOALVEOLAR DE
CAVALQOS, APOS A INFUSAO DE 100ML DE SOLUGAO SALINA 0,9%.

Numero Volume Hemaécias Leucécitos Macréfagos Linfécitos Neutroéfilos Eosindfilos Mastécitos Células Hemossi-
recuperado (no./uL) (no./uL) (%) (%) (%) (%) (%) Epiteliais deréfagos
(mL) (%) (%
macréfagos)
1 12 NR 300 79,7 14,5 0,5 0,0 4.1 1,2 25,0
2 8 NR 350 82,4 6,4 0,0 0,0 0,0 11,2 0,5
3 10 NR 200 67,0 32,8 0,2 0,0 0,0 0,0 0,5
4 50 NR 450 71,3 28,7 0,0 0,0 0,0 0,0 76,0
5 60 NR 385 67,7 29,1 0,9 0,0 2,3 0,0 15,0
6 20 535 162 62,9 37,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0
7 25 315 460 69,9 28,7 1,5 0,0 0,0 0,0 1,0
8 40 435 445 54,4 31,3 2,7 11,6 0,0 0,0 0,5
9 38 312 442 57,7 42,1 0,2 0,0 0,0 0,0 19,0
10 20 358 555 34,5 59,5 0,4 41 1,6 0,0 50,0
11 42 228 162 48,4 49,7 0,2 0,4 1,3 0,0 40,0
12 42 310 240 51,1 48,9 0,0 0,0 0,0 0,0 11,0
Média 30,6 356,1 379,5 62,3 34,1 0,6 1,3 0,8 1,0
Desvio 17,0 100,3 131,8 13,7 14,8 0,8 3,4 1,3 3,2

NR=n3io realizado.
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QUADRO 1 — ACHADOS ENDOSCOPICOS DA TRAQUEIA E BRONQUIOS EM CAVALOS DA RAGCA QUARTO
DE MILHA, APOS TREINO PARA AS PROVAS DE SEIS BALIZAS E TRES TAMBORES.

Secrecao da Traquéia
Cavalos | Terco Tergo TerC:;o Toda _ Alteragdona Alteragao nos
Proximal | Médio Distal | Extenséo Bifurcacdo da Traquéia | Brénquios principais
1 X NDN NDN
2 X NDN NDN
3 NDN NDN
4 X NDN NDN
5 X NDN NDN
6 NDN NDN
7 X NDN NDN
8 X NDN NDN
9 NDN NDN
10 X NDN NDN
11 NDN NDN
12 X NDN NDN

NDN= Nada digno de nota
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