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RESUMO: As doencas do trato respiratorio posterior dos equinos sdo achados frequentes na pratica
diaria da clinica e por isso é necessario o desenvolvimento de métodos diagnésticos mais rapidos e
eficientes. Neste sentido ressalta-se o lavado broncoalveolar (LBA), técnica de coleta e avaliagdo
celular do conteudo das vias respiratorias posteriores. O objetivo deste estudo foi comparar o padrdo
citoloégico de LBA de cavalos saudaveis com animais enfermos de pequenos proprietarios rurais na
regido de Tijucas do Sul, Parand e também verificar as enfermidades respiratérias do trato
respiratério inferior mais frequentes nestes cavalos. Foram realizados exames clinicos e o LBA em
trinta cavalos, sendo vinte acometidos de pneumonia, broncopneumonia e doenc¢a inflamatoria
recorrente das vias aéreas (grupo enfermo) e dez animais saudaveis (grupo controle). Nas analises
citolégicas das amostras foram avaliadas a contagem quantitativa e qualitativa das células, a
guantidade de muco nas amostras e demais achados, como a presenca de colbnias bacterianas,
ovos de parasitas e material vegetal. No exame clinico, 95% dos animais enfermos apresentaram
tosse e 80% secrecdo nasal. Na contagem total de células o grupo enfermo apresentou maior
quantidade de células. A contagem diferencial apresentou aumento significativo de neutroéfilos e
eosindfilos, com reducdo na proporcao de macréfagos. Houve destaque para a presencga de coldnias
bacterianas em amostras de oito animais enfermos. Foram verificados, ainda, casos de verminose
pulmonar, influenza e doenca inflamatéria das vias aéreas, sendo que em apenas dois casos 0S
diagnésticos clinico e citologico foram inconclusivos. A técnica do LBA comprovou ser simples e
rapida, permitindo aprimorar o diagnostico final das enfermidades respiratorias do trato posterior de
equinos em condi¢Bes de campo.

Palavras-chave: equinos; LBA; pneumonia; verminose pulmonar

CLINICAL AND CYTOLOGYC EVALUATION OF TRACTION HORSES WITH
RESPIRATORY DISEASES OF LOWER AIRWAYS, PARANA

ABSTRACT: Lower airway diseases diseases are common findings in equine clinics routine and so it
is necessary to develop diagnostic methods faster and more efficient. In this way, the bronchoalveolar
lavage (BAL) allows to collect and evaluate the lower airways contents. The goal of this paper is to
establish a cytological standard of BAL in healthy horses, used for traction in field conditions and to
verify lower respiratory tract diseases more common in animals of small rural properties in Tijucas do
Sul region, Parana state. Clinical exams and BAL were done in thirty horses, of which twenty had
pneumonia, bronchopneumonia and recurrent inflammatory airway disease, and ten were healthy. In
cytological analysis were evaluated quantitative and qualitative counting, mucus quantity and other
findings, like bacterial colonies, parasite eggs and vegetal material. At clinical exam, 95% of sick
horses presented cough and 80% had nasal secretion, also hyperthermia and dispneia. At
quantitative counting, sick horses had more cells. At differential counting, they presented a number
significant higher of neutrophils and eosinophils, with a macrophages reduction. There were bacterial
colonies in eight sick horses. Cases of pulmonary worms, viral infections and inflammatory airways
disease was found, and clinical and cytological diagnosis was inconclusive just in two cases. BAL
technique proved to be fast and simple, allowing to improve final diagnosis of lower respiratory tract
diseases in horses in field conditions.
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INTRODUCAO

Estudos demonstram que grandes
prejuizos econbmicos na industria
equestre sdo consequéncias de
problemas locomotores, seguidos de
afeccdes respiratérias (Moraes et al.,
2009). Assim orienta-se que o0
diagnostico de doencas respiratérias do
trato  respiratorio  posterior  deve
relacionar os dados da historia clinica,
do exame fisico e dos exames
complementares (Reed e Bayly, 1998).
Dentre os exames complementares das
enfermidades das vias aéreas destaca-
se o0 lavado broncoalveolar (LBA),
técnica que proporciona resultados
rapidos, confidveis e especificos.

O procedimento consiste em
introduzir, de forma n&o traumética,
solucéo fisiolégica no interior das vias
aéreas, com finalidade de coletar o
lavado proveniente de bronquios,
bronquiolos e alvéolos. A vantagem é
sua aplicacdo a campo, sendo de facil
realizacdo e de baixo custo econémico.
As células encontradas no LBA séo

neutréfilos,  macréfagos,  linfécitos,
eosinofilos, mastocitos e células
epiteliais; deve-se levar em

consideracdo a quantidade das células,
sendo a contagem o fator classificatorio
para definir animais saudaveis e
enfermos. Diferencas significativas para
interpretacdo citologica entre autores
podem surgir, e se devem a fatores
raciais, climaticos e ambientais (Reed e
Bayly, 1998). Costa e Macoris (2007)
afirmaram que a técnica permite
identificacdo de doencas das vias
aéreas posteriores em estagio inicial,
tornando-se um importante instrumento
para diagnostico e orientacdo da
conduta terapéutica no paciente.

O objetivo do estudo foi comparar
padréao citolégico de lavado
broncoalveolar de cavalos saudaveis
com cavalos enfermos utilizados para
tracdo em pequenas propriedades
rurais, além de comparar a eficiéncia do

exame fisico com o] lavado
broncoalveolar, em animais
naturalmente acometidos por doencas
pulmonares na regido de Tijucas do Sul,
Parana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no
municipio de Tijucas do Sul, Parana,
com coordenadas de 25° 55" 40" S, 49°
11" 56" W, sendo a altitude média do
municipio de 900 metros acima do nivel
do mar, nos meses de abril a outubro,
guando as temperaturas variaram de 2 a
25°C.

Foram utilizados 30 animais, de
diferentes propriedades, sendo 10
animais saudaveis, constituindo o grupo
controle, composto por oito fémeas e
dois machos. Os grupos foram definidos
através do exame clinico. O peso médio
dos animais do grupo foi de 335,3 £
42,3 kg. A vermifugacdo foi recente,
tendo sido utilizado ivermectina, da
marca Equalan®, mas sem vacinas
contra enfermidades respiratorias. A
alimentacdo era baseada em capim de
baixa qualidade, racdo, milho em
espiga, roldao de milho e feno, sendo que
todos eram mantidos em piquetes.

O grupo enfermo foi composto
por 20 animais, sendo 13 fémeas e 07
machos. O peso médio dos animais do
grupo foi de 3424 + 60,8 kg. A
alimentacdo era basicamente a mesma
do Grupo Controle, e apenas trés
possuiam vermifugacdo recente, sendo
gue nenhum foi vacinado contra
enfermidades respiratorias, e de forma
semelhante, todos eram mantidos em
piquetes.

Apds a coleta de dados do
histérico do animal, foi realizado o
exame fisico, sendo avaliados
frequéncia e auscultacao respiratoria e
cardiaca; estado de hidratagdo;
coloracdo de mucosas; tempo de
preenchimento capilar (TPC); palpacéao
de linfonodos; percussédo toracica,
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temperatura retal e atitude ao exame,
conforme parametros de referéncia
descritos por Gongalves e Feitosa
(2008). Como critérios de inclusdo no
grupo de animais enfermos, os equinos
apresentaram sinais de alteracao
respiratoria. como tosse, dispnéia,
secrecdo nasal ou alteragdo na
auscultacao pulmonar.

Para realizacdo do LBA, fez-se a
contencdo fisica do animal e respectiva
sedacdo, com cloridrato de xilazina a
10% (Sedazine®, Fort Dodge Saude
Animal), na dose de 0,25 mg/kg, por via
intravenosa. Apd6s 5 minutos, uma
sonda bivona® de lavado
broncoalveolar para equinos  foi
introduzida pelo meato ventral da narina
esquerda, até a sonda parar em um
brénquio. Esta sonda possui 10 mm de
didmetro, por isso sabe-se que no
momento em que ndo € mais possivel
progredir com a mesma ela encontra-se
em um brénquio. A sonda fica fixa
através de um baldo que é inflado pelo
condutor da mesma. Foram introduzidos
100 ml de solucao fisiologica comercial,
sendo entdo removido rapidamente por
succdo, com seringa descartavel de 60
ml. Concluida a aspiracdo da amostra, a
seringa foi desacoplada da sonda, o
contetdo homogeneizado e uma
aliquota de 3 ml separada para exame
citoléogico quantitativo do LBA. O
restante do fluido foi colocado em uma
Camara de sedimentacgédo, tipo SUTA,
por 45 minutos. O botdo celular formado
na lamina foi fixado e corado pela
técnica de Romanovsky (Hewson e Viel,
2002).

Para analise quantitativa, o
liguido do LBA foi homogeneizado e as
células nucleadas totais contadas com o
auxilio de camara de Neubauer em
microscopio Optico, em objetiva de 40x
(Biava et al., 2006).

Para analise diferencial contou-se
o total de 400 células, diferenciando as
proporcbes de células epiteliais,
neutrofilos, linfocitos, eosinofilos e

das vias aereas inferiores no Parana

macrofagos; levou-se em consideragao
a presenca de outros achados, como
ovos e larvas de parasitas, bactérias,
hifas de fungos e artefatos, como poeira
e fragmentos vegetais. Também foram
observadas a presenca e quantidade de
muco na amostra, sendo classificadas
as laminas em graus: 0 - ausente, 1 -
pouco muco, 2 - muco moderado e 3 -
MuCcO em excesso.

A andlise estatistica dos dados
numericos obtidos foi realizada por meio
do teste T para amostras nao pareadas
e para os dados de escore visual
utilizou-se o teste de Mann-Whitney,
com nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Todos os calculos foram
realizados com o programa GraphPad
Prism v.5, San Diego — Califérnia, EUA.

RESULTADOS

A evolucao dos sinais
apresentou-se com 3,2 + 3,6 semanas,
estando listados na Tabela 1.

No grupo enfermo a frequéncia
respiratoria (FR) foi de 35,2 + 17,7
movimentos/minuto; frequéncia cardiaca
(FC) de 43,8 + 6,6 batimentos/minuto. A
percussdo toracica nao se mostrou
alterada em nenhum dos animais. No
grupo controle a FR foi de 32,12 + 12,3
movimentos/minuto e a FC 35,2 + 10,1
batimentos/minuto. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos.

Tabela 1: Resumo dos principais achados no exame clinico dos animais enfermos.

Sinais Clinicos Valores Valores relativos

absolutos

Tosse 19 95%
Secrecdo nasal 16 80%
Secrecdo Nasal Serosa 05 25%
Secrecao Nasal Mucopupurulenta 05 25%
Secrecdo Nasa Purulenta 08 30 %
Reflexo de tosse 10 50%
Aumento dos Linfonodos submandibulares 05 25%
Hipertermia 05 25%
Dispnéia 08 40%
Crepitacdo Pulmonar s 25 %
Sibilos | 05%

Secrecdo na auscultacdo tragueal 05 25 %
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A contagem de células/pL
demonstrou maior quantidade das
mesmas no Grupo Enfermo (500-1000
células por pL), contrastando com a
celularidade do Grupo Controle (até 500
células por pL), conforme mostra a
Figura 1.
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Figura 1: Lavado Broncoaleolar de Eqlinos. Contagem total de células/ul no Grupo
Enfermo e no Grupo Controle, onde * p=0,05.

A Figura 2 mostra o escore da
presenca de muco nas amostras obtidas
de animais saudaveis e enfermos, onde
houve diferenca significativa entre os
grupos (P=0,04).
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Figura 2: Lavado Broncoaveolar de Equinos. Escore da presenca de muco
observada no Grupo Enfermo e no Grupo Controle, a linha representa a mediana,
onde * p=0,05.

Nas andlises qualitativas das
amostras, pode-se observar nas
contagens diferenciais das células que
as proporcbes de linfécitos, células
epiteliais e mastdcitos encontrada nas
amostras de LBA, ndo diferiram
significativamente e estao
demonstradas na Figura 3. As
quantidades de neutréfilos, macréfagos
e eosindfilos foram significativas e estao
demonstradas na Figura 4.
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Figura 3. Lavado Broncoawveolar de Egiinos. Porcentagem de linfécitos, células
epiteliais e mastdcitos observada no Grupo Enfermo e no Grupo Controle onde *
p=0,05.
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Figura 4. Lavado Broncoalveolar de Eglinos. Porcentagem de neutrdfios,
macréfagos e eosindfilos no Grupo Enfermo e no Grupo Cortrole onde * p=0,05.

Além da contagem celular nas
amostras, foram  observadas as
presencas de outros achados
citolégicos, conforme especificado na
Tabela 2. Vale ressaltar que a maior
parte das amostras onde se detectou
presenca de bactérias, foi possivel
identificar, também, células da
orofaringe. Sendo que em uma das
amostras foi possivel identificar uma
forma adulta de Dictyocaulus Arnfield,
com ovos larvados em seu interior,
Figura 5.

Tabela 2. Representacio de outros achados ctoldgicos nas amostras de LBA do
Grupo Enfermo e do Grupo Controle.

Achado Enfermos (n=20) Controle (n=10)
Fragmentosvegetais 7 (35%) 3(30%)
Bactérias 8 (40%) 2 (20%)

Hifas 5 (25%) 3(30%)
Ovos de dictiocallus 3 (15%) 0

23

Figura 5. Fémea adutta de Dictyocaulus Arnfieldi, com ovos lavados em seu
interior.

Os dados do historico, exame
fisico e analise citologica do LBA, foram
correlacionados e pode-se obter o
diagndstico das enfermidades do trato
respiratorio inferior, demonstrado na
Figura 6.

Diagndstico definitivo (n=20)
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Figura 6. Representacdo de diagndstico defintivo para as amostras de LBA
coletadas do Grupo Enfermo. (DIVA= Doenca inflamatdria vias aéreas)
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DISCUSSAO

O procedimento do LBA nédo é
padronizado mundialmente e apresenta
diferengas na execucdo da técnica, o
que muitas vezes dificulta a
repetibilidade dos resultados. No

presente estudo, foi realizada a
inoculacdo de 100 ml de solugdo
fisiolégica  comercial, 0 mesmo

procedimento anteriormente adotado
por Biava et al. (2006) em seu trabalho
com cavalos Quarto-de-Milha na regiao
de Curitiba. Mansmann e King (2008)
sugerem que o volume infundido para
realizacdo do LBA influencia na
contagem celular diferencial e que para
ser realizado efetivamente seriam
necessarias quantidades maiores que
250 ml de liquido. Porém, os mesmos
autores afirmaram que se nado houver
variacdo no volume infundido em todos
0sS animais, o resultado é confiavel da
mesma forma. Portanto faz-se
necessaria a padronizacdo da técnica
de cada laboratorio, devendo haver o
critério de infundir sempre um mesmo
volume. Devido a grande interferéncia
de fatores climaticos nos resultados do
LBA, como pode ser observado em
outras regides com climas que variam
de regioes aridas a climas
extremamente frios, € importante
estabelecer valores de referéncia em
animais normais e doentes nas
diferentes regibes de atuacdo dos
clinicos veterinarios de forma a fornecer
subsidios aos colegas.

No exame fisico os movimentos
respiratérios e os batimentos cardiacos
por minuto dos animais doentes nao
diferiram da meédia do grupo controle,
apesar da presenca de alteracées no
LBA. Fortes Junior (2005) afirmou que a
presenca de tosse pode ocorrer em
qualquer individuo com as vias aéreas
irritadas, e sua auséncia, bem como de
secrecdo visivel externamente, nao
descarta a existéncia de exsudato nas
vias aéreas, pois grande parte da

das vias aereas inferiores no Parana

secre¢do produzida é deglutida quando
atinge a faringe.

A contagem total de células no
presente experimento foi
significativamente alta no  Grupo
Enfermo e, segundo Hewson e Viel
(2002), é dificil mensurar valores de
referéncia para o LBA, pois a
interpretacédo citologica varia conforme a
técnica de coleta e processamento, tipo
de liquido infundido, pH, volume
infundido e recuperado, diametro do
material de coleta e tempo de
estocagem da amostra antes do
processamento, além de  sofrer
influéncia por alteracbes climaticas e
regionais. Entretanto, uma vez obtida
sua padronizacdo, 0 aumento na
contagem total de células é um
indicativo de alteracdo das vias aéreas
inferiores. A técnica utilizada neste
experimento foi a descrita por Biava et
al., 2006.

O LBA é Dbastante util na
interpretagéo e  formulacdo de
diagndstico diferencial porque a citologia
pode indicar processos inflamatorios de
etiologia alérgica, fangica, bacteriana,
parasitaria ou por processos fisicos
(Biava et al.,2006). Costa e Macoris
(2007) afirmaram que as células
predominantes no LBA de animais
saudaveis seriam macrofagos
alveolares e células epiteliais, com
variacbes relacionadas a metodologia
empregada. Segundo Lessa et al.
(2007) a contagem diferencial deve
avaliar no minimo 300 células, levando-
se em conta aspectos morfologicos e do
muco. Deve predominar no LBA de
animais saudaveis, macrofagos
alveolares, linfocitos, namero reduzido

de células epiteliais ciliadas, néo
ciiadas e eosindfilos. Os mesmos
autores também consideraram que

amostras de LBA de animais sadios

geralmente apresentam  proporcoes
aproximadamente iguais entre
macrofagos alveolares e linfécitos,
observando celularidade moderada,
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com existéncia discreta de muco no
fundo das laminas. Nos animais
enfermos houve um aumento
significativo no numero de neutrofilos,
macréfagos e eosinofilos com relacéo
ao grupo controle, que apresentou
proporcbes compativeis com animais
saudaveis de acordo com a literatura.
Segundo Carneiro (2002), a agao
de bactérias e leucocitos reduz a acao
da defesa mucociliar por meio do
aumento da secrecdo de muco e
diminuicdo da funcéo ciliar. A maior
atividade inflamatéria das vias aéreas
acarreta em maior quantidade de muco
nas amostras de animais acometidos o
que pode ser observado nos animais
enfermo. Neste estudo observou-se
uma maior quantidade de muco nas
laminas dos animais enfermos com

diferenca significativa o0 que era
esperado.
A maior concentragdo de

neutrofilos, nos animais enfermos
estava associada com presenca de
inflamacdo das vias aéreas, como ha
pneumonia e broncopneumonia
bacteriana. Foram encontrados para o
grupo controle cerca de 5% de
neutréfilos, o que esta de acordo com
Carneiro (2002) e Zinkl (2002). Desta
forma, numero elevado de neutrofilos no
LBA é um indicativo de doenca das vias
aéreas inferiores.

A guantidade de eosindfilos,
menor que 1% para o Grupo Controle e
4-6% para o Grupo Enfermo, mostrou-
se discretamente aumentada nestes
pela maior atividade inflamatdria,
especialmente ligada a presenca de
parasitas adultos e de ovos
Dictyocaullus arnfieldi, principalmente
porque a maioria dos animais doentes
(17/20) néo possuia historico de
desverminacdo recente. Em outro
estudo encontramos valores similares
para animais saudaveis na regido
metropolitana de Curitiba (Biava et al.,
2006).

A redugcdo do numero de
macrofagos nos animais enfermos deve-
se ao aumento proporcional nos outros
grupos celulares. Tanto Speirs (1999)
guanto Fernandes et al. (2000)
afrmaram que o tipo celular
predominante no LBA com cavalos
clinicamente sadios foi o macrofago,
confirmando a capacidade do LBA em
obter amostras provenientes das vias
aéreas mais distais.

A porcentagem de mastocitos
encontrada no Grupo Enfermo foi de
0,5-0,7%, enquanto que no Grupo
Controle foi de 0,1-0,6% e n&o foi
significativa, concordando com Zinkl
(2002), que relatou que € raro encontrar
mastocitos no  LBA, obtendo-se
propor¢cbes para animais saudaveis
menores que 2%. Mastécitos sdao

encontrados com em  pequenas
guantidades nas amostras de LBA das
vias aéreas inferiores distais e

alveolares (Hughes et al., 2003).

A porcentagem de células
epiteliais encontrada para o grupo
Enfermo foi de 4-6%, e para o Grupo
Controle, 2-4%. Este valor encontra-se
dentro do normal conforme cita Biava et
al. (2006) que admitem valores de 1,0 +
3,2 %. As células epiteliais tém
caracteristica de apresentar cilios e
membrana cuticular, o que as identifica
as mesmas no caso da perda dos cilios
(Fortes Junior, 2005) e o numero pode
variar de acordo com o ponto de
aspiracéo (Lessa et al., 2007). Um alto
namero de células epiteliais no LBA
pode indicar trauma nas vias aéreas
proximais (Fernandes, Mori e Saches,
2000) que pode ser induzido pela
passagem da sonda ou outro fator
anterior ao exame.

Substéncias externas ao trato
respiratorio inferior podem ser
encontradas no LBA. Usualmente, sdo
resultados de contaminacdo durante o
procedimento, podendo também ser
inaladas e nao serem expelidas pela
acao mucociliar do epitélio respiratorio
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(Zinkl, 2002). Esse é o0 caso da
presenca de fragmentos vegetais nas
amostras, que podem ter sido
contaminadas no momento da
introducdo da sonda, a qual levou
consigo fragmentos que encontravam-
se na luz ou nas paredes da
nasofaringe. A presenca de hifas pode
ser atribuida a contaminagéo acidental,
tanto do material quanto das amostras,
assim como a presenca bacteriana nas
amostras do Grupo Controle.

CONCLUSAO

A técnica do lavado broncoalveolar
€ simples, econbmica e de facil
realizacdo em condicdes de campo,
permitindo maior acuracia no
diagnéstico das enfermidades
respiratérias. O  grupo  enfermo
demonstrou diferencas qualitativas e
quantitativas na avaliagdo celular do
lavado broncoalveolar, quando
comparado aos animais saudaveis,
apesar de nao terem sido encontradas
diferencas significativas em outros
parametros clinicos, o que demonstra a
importancia do LBA no diagnéstico de
doencas respiratérias Foi possivel
estabelecer os valores de referéncia
para o lavado broncoalveolar de cavalos
utilizados para tracdo e mantidos em
condicbes de campo na regido de
Tijucas do Sul.
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