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RESUMO: O presente estudo avaliou a ocorréncia de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) em
cavalos de hipismo de 1,00m — 1,20m. Sete cavalos foram avaliados em trés oportunidades, sendo que nas
duas primeiras foi através de endoscopia das vias aéreas 60 minutos apds o segundo dia de prova, em dois
finais de semana de competicdo. Apés a avaliagdo endoscopica, os animais foram sedados para a colheita do
lavado broncoalveolar (LBA), intilando-se 300 mL de solugdo salina estéril pré-aquecida a 37°%Ce aspirada em
seguida. As amostras foram imediatamente centrifugadas e, com o sedimento foram realizadas as contagens
total de leucdcitos e eritrécitos e, diferencial de células. A terceira avaliagdo foi realizada apds 50 dias de
repouso. A presenca de sangue no lume traqueal foi graduada de 0 a 4. Nenhum cavalo apresentou epistaxe.
Na segunda avaliacdo endoscépica, apenas um animal apresentou grau 1 de hemorragia. A contagem total de
células nucleadas foi maior na segunda avaliagcdo em relacéo a primeira (83,0 + 34,8 vs. 55,0 + 24,5 células/ pL
de LBA, p =0,017) e, reduzindo apds o periodo de repouso (15,5 + 9,1 vs. 83,0 + 34,8, células/ yuL de LBA, p =
0,003). Na avaliagdo citologica diferencial 50 dias ap6s a segunda competicdo, a quantidade percentual de
neutrdfilos foi maior em relagéo a primeira (25,9 = 5,6% vs 17,7 + 4,3%, p = 0,033) e segunda (25,9 * 5,6% vs
7,6 + 7,4%, p = 0,005) avaliagdes. Somou-se a isto a ocorréncia de HPIE, evidenciada pelo aumento de
eritrocitos do LBA na segunda avaliagdo em relagéo a primeira (5,2 + 3,1 vs. 0,9 + 0,4 eritrocitos/ pL de LBA, p =
0,048) e maior quantidade de hemossideréfagos no periodo de repouso (p = 0,032). Concluiu-se que cavalos
que realizam exercicios subméximos estéo sujeitos & HPIE e a inflamacao pulmonar esti associada.
Palavras-chave: endoscopia; inflamac&o pulmonar; neutréfilo; hemossideréfago

EVIDENCE OF EXERCISE-INDUCED PULMONARY HEMORRHAGE IN JUMPING
HORSES OF 1.00M - 1.20M

ABSTRACT: The present study evaluated the occurrence of exercise-induced pulmonary hemorrhage (EIPH)
in jJumping horses of 1.00 m - 1.20 m. Seven horses were evaluated three times. Two of the evaluations were
performed with airway endoscopy 60 minutes after the second day of competition. Following endoscopy, animals
were sedated for the collection of bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, instilling 300 mL of sterile saline
prewarmed at 37°C and immediately aspirated. The samples were centrifuged, the cell pellet was used for total
nucleated cell count (TNCC), total erythrocyte count and differential cytology. The third evaluation was
performed after 50 days of rest following competitions. Presence of blood in the tracheal lumen was graded O to
4. Epistaxis was not observed in the evaluated horses. One animal showed grade 1 of EIPH. BAL fluid TNCC
was higher in the second evaluation in comparison with the first one (83.0 £ 34.8 vs. 55.0 £ 24.5 cells/uL BAL
fluid, p = 0.017), reducing after 50 days of rest (15.5 + 9.1 vs. 83.0 + 34.8 cells/puL BAL fluid, p = 0.003). In the
BAL differential cytology proceeded after 50 days of rest, there was a higher percentage of neutrophils in
comparison with the first (25.9 £ 5.6% vs.17.7 + 4.3%, p = 0.033) and second (25.9 + 5.6% vs.7.6 + 7.4%, p =
0.005) evaluations, indicating pulmonary inflammation after the period of competition. This was associated with
EIPH, evidenced by the increased number of erythrocytes in BAL fluid of the second evaluation in comparison
with the first (5.2 £ 3.1 vs. 0.9 + 0.4 erythrocytes/uL BAL fluid, p = 0.048) and increased percentage of
hemosiderophages after 50 days of rest (p = 0.032). It was concluded that horses performing submaximal
exercise are prone to EIPH and it is associated with pulmonary inflammation.
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INTRODUCAO

A hemorragia pulmonar induzida
pelo exercicio (HPIE) € uma condicéo
frequentemente  experimentada  por
cavalos durante exercicios mMaximos,
caracterizada por sangramento da
vasculatura pulmonar (Araya et al.,
2005). Ocorre normalmente em cavalos
gue correm a altas velocidades (Birks et
al., 1997).

A HPIE é considerada por muitos
como a maior causa de reducdo no
desempenho atlético e wuma das
condicbes médicas mais comumente
tratadas em cavalos atletas, sendo
observada com maior frequéncia em
cavalos de corrida. Contudo, ja foi
descrita em diversas racas de cavalos
realizando diferentes intensidades de
exercicio (Pascoe, 1996; Birks et al.,
2003).

Estudos prévios mostram que a
prevaléncia da HPIE estda mais
relacionada a intensidade do exercicio
do que a sua duragdo ou a
predisposicao racial. Alguns estudos
relatam associagdo com a idade, sendo
a incidéncia maior em cavalos mais
velhos (Robinson, 1987; Birks et al.,
2003).

Considera-se, como evento
fisiopatolégico para a HPIE, a ruptura
dos capilares pulmonares (faléncia
pulmonar capilar) devido ao aumento da
pressdo transmural através do capilar,
gerada tanto pelo aumento da pressao
arterial pulmonar como pelas pressbes
pleurais bastante negativas (Holcombe,
2006).

Contudo, apesar de aceitar-se
que sao requeridas pressdes elevadas
para que ocorra a faléncia dos capilares
pulmonares (West e Mathieu-Costello,
1994), cavalos que realizaram exercicio
submaximo também apresentaram HPIE
(Epp et al, 2006; Viccino, 2007),
constituindo um dilema para o
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entendimento da fisiopatologia da HPIE
(West, 2000).

Véarios métodos para o diagnéstico
da HPIE sao sugeridos. Inicialmente
utilizou-se a deteccdo de sangue em
ambas as narinas, apds 0 exercicio.
Atualmente, a visualizacado endoscopica
das vias aéreas superiores e da traquéia
€ rotineiramente empregada para
confirmar hemorragia pulmonar (Birks et
al., 2003).

Outrossim, a contagem de
eritrocitos recuperados no fluido do
lavado  broncoalveolar (LBA), foi
proposto como um método
semiquantitativo da gravidade da HPIE,
preferencialmente realizado entre 30 e
60 minutos ap0s o exercicio (Araya et
al., 2005).

Adicionalmente, a presenca dos

hemossiderdfagos pode ser utilizada
para detectar episédios prévios de
hemorragia, pois eles mantém-se

presentes nas vias aéreas por até 3
semanas ap0s um episédio de HPIE
(Araya et al., 2005).

O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a ocorréncia de HPIE,
através de exame endoscopico das vias
aéreas e citologia do lavado
broncoalveolar, ap6s dois dias de
competicdo de hipismo durante o final
de semana. Nossa hipotese foi de que
cavalos de hipismo de provas de 1,00m
-1,20m estéo sujeitos a HPIE.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados sete cavalos,
sendo 3 fémeas e 4 machos, com
idades entre 6 e 14 anos de idade, da
equipe de hipismo da Policia Militar do
Estado do Parand (PMPR), que
treinavam no Regimento de Policia
Montada Coronel Dulcidio, em Curitiba,
Parand e competiam nas alturas de
1,00m a 1,20m.

Realizou-se ao todo 3 avaliacOes.
Duas delas foram ap6s o segundo dia
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de provas realizadas no primeiro
semestre do ano hipico,
aproximadamente 60 minutos apos o
esforco, consistindo de avaliacao
endoscoépica e colheita do LBA. Uma
terceira avaliacdo ocorreu, na metade
do ano de competicbes, ap6s um
periodo de repouso de 50 dias.

A avaliagdo endoscopica foi feita
com fibroscopio flexivel Pentax de 170
cm de comprimento e 12 mm de
diametro, para a avaliagdo das vias
aéreas até a bifurcacdo da traqueia. A
presenca de muco no lume traqueal foi
graduada de 0-5 conforme Gerber et al.
(2004) e a presenca de sangue foi
graduada de 0-4 conforme Hinchcliff et
al. (2005).

Para a colheita do LBA os animais
foram sedados previamente através da
administracdo de acepromazina (0,03
mg/kg, IM) seguida da administracao de
xilazina (0,3 mg/kg, IV) associada ao
butorfanol (0,05 mg/kg, 1V) (Viel e
Hewson, 2003). Utilizou-se um catéter
flexivel de silicone préprio para a
colheita de LBA de equinos de 300cm
de comprimento e 8mm de diametro (V-
PBAL-300, Cook Vet Products,
Hamburg, Germany). O cateter foi
introduzido via naso-traqueal até se
alojar em um brénquio, quando o cuff
em sua extremidade foi inflado com 10
mL de ar. Foram utilizados 300 mL de
solucdo salina de NaCl 0,9%
heparinizada (5 Ul/mL de solugdo
salina) pré-aquecida a 37°C. Foram
infundidas aliquotas de 120 mL,
aspirando-se gentilmente apos cada
aliguota. O material recolhido foi
acondicionado em frasco plastico estéril
para a analise imediata. Os LBA foram
centrifugados a 340g a temperatura
ambiente descartando-se o]
sobrenadante e ressuspendendo o
sedimento de células em 1 mL de
solugdo salina. As contagens de
eritrocitos e do total de células
nucleadas foram realizadas a partir do
sedimento de células ressuspendido,

utiizando-se um hemocitbmetro de
Neubauer.

A preparacdo dos esfregacos,
para a avaliacao citologica diferencial,
foi realizada com 10 pyL da suspenséo
de células. As laminas foram deixadas
secar ao ar e foram coradas com
Romanowski, sendo que foram
contadas 300 células em microscépio
otico em magnificacdo de 1000 vezes.
Considerou-se achado citolégico normal
para o LBA contendo em média 60% de
macrofagos, 35% de linfocitos, <5% de
neutroéfilos, <2% de mastocitos, <1% de
eosindfilos (Michelotto Jr et al., 2010).

A analise estatistica dos dados foi
realizada por teste ANOVA ‘one-way’ e
teste de Mann Whitney e os resultados
foram expressos como média + desvio
padrdo da média (SD), considerando-se
os valores de p<0,05 como
significativos.

RESULTADOS

Nenhum dos animais avaliados

apresentou  epistaxe em  algum
momento apdés a competicdo. Na
avaliacdo endoscépica apenas um
equino apresentou grau 1 de

hemorragia, que ocorreu durante a
avaliacdo apdés o segundo final de
semana de competicao.

A contagem total de células
nucleadas no LBA foi maior apdés a
avaliacdo feita apés a segunda
competicdo em relacdo a primeira (p =
0,017). Entretanto, a avaliagdo ap0s o
periodo de repouso mostrou contagem
de células menor em relagdo a segunda
avaliagéo (p = 0,003) (Tabela 1).

No inicio do estudo, o percentual
médio de neutréfilos estava acima do
limite superior considerado para o LBA
de cavalos normais. Observou-se um
aumento na porcentagem de neutroéfilos
no LBA ap6s o periodo de repouso
guando comparado aos valores da
primeira (p = 0,033) e da segunda
avaliacao (p = 0,005) (Tabela 1).
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A percentagem média de linfocitos
no LBA foi menor durante o repouso
guando comparado com a segunda (p =
0,020) e primeira avaliacdo pos-
exercicio (p = 0,017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Resuttados (médias + desvio padrio da média) da contagem total de
células nucleadas e de eritrdcitos e, contagem diferencial de células do
lavado broncoalveolar de cavabs avaliados apds 2 dias de competicio
de sato em 1,00 m— 1,20 m e apds periodo de 50 dias de repouso.

Terceira

Avaliagéo Primeira Segunda

{Repouso)

NTCH R

550245 836+348 155+91

(célsiuL de LBA)

Macréfagos 25212 3.5+51 27T0£33

b

Neutrdfilos 17T T7+43 76274 25,9+56

c

Linfocitos 535x51 539+106 378+68

Eosindfilos 07+£12 1728 16+18

Mastécitos 0,3£03 1710 24+20°

Hemossideréfagos 0,0+00 1107 26+16°

Eritrocitos

0,904 52+31 1,0+05"

(célsiuL de LBA)

MTMC, nimero total de células nucleadas. *p = 0,017 vs. Primeira;, "p = 0,005 vs.
Segunda; °p= 0,020 vs. Segunda; p = 0,030vs. Primeira; ®*p = 0,032 vs. Segunda;
"o =0,014 vs. Segunda.

Ocorreu aumento significativo na
percentagem de mastocitos na segunda
avaliacdo e no repouso (p = 0,030)
quando comparados aos valores da
primeira avaliacdo, que ocorreu apés a
competicao (Tabela 1).

A contagem total de eritrocitos no
LBA foi maior na segunda avaliagdo em
relacdo a primeira (p = 0,048), sendo
menor no repouso quando comparada a
segunda avaliagéo (p = 0,014).

Com relacéo aos
hemossideréfagos, o percentual médio
foi maior na avaliacdo no periodo de
repouso do que na segunda avaliacao
(p = 0,032), ndo aparecendo nas
avaliacbes de LBA apdés a primeira
competicao (Tabela 1).

DISCUSSAO

A HPIE, apesar de ainda ser
considerada um problema do cavalo que
realiza exercicio de alta intensidade, foi
demonstrada anteriormente em cavalos

del,00m-1,20m

de hipismo apés competicdes de 1,00 m
até 1,50 m (Viccino, 2007). No estudo
citado, as avaliacdes foram realizadas
através de endoscopia e, lavado
tragueobrénquico para a observacéo de
hemossiderofagos. No presente estudo
também se demonstrou que o exercicio
considerado de intensidade maxima,
como o salto em alturas em 1,00m a
1,20m, causa HPIE, detectado através
da contagem total de eritrécitos e
observacdo de hemossideréfagos no
LBA.

A HPIE em cavalos ap6s a
realizacdo de exercicio submaximo foi
inicialmente descrita por Epp et al.
(2006), quando trotaram cavalos na
esteira até atingirem a fadiga,
demonstrando a ocorréncia de HPIE.
Portanto, sugeriram a existéncia de
fatores extravasculares na etiopatogenia
da HPIE. No estudo de Viccino (2007),
citado acima, investigando a ocorréncia
de HPIE em cavalos que saltavam
alturas entre 1,00m - 1,20m e, 1,30m -
1,50m, a HPIE foi detectada em 50%
dos cavalos das alturas mais baixas e
66,7% nos demais. Entretanto, no
presente estudo pode-se demonstrar a
ocorréncia de hemorragia decorrente de
um periodo de competicdo e a
associagao com a inflamagao pulmonar.

Contudo, em nosso estudo nédo se
observou epistaxe assim como no
estudo de Viccino (2007) e, somente
observou-se sangue na traquéia de um
cavalo em wuma Unica avaliacao.
Outrossim, a HPIE foi evidenciada pelo
aumento nas quantidades de eritrécitos
no LBA na segunda avaliag&o realizada,
0 que reduziu significativamente apés o
periodo de repouso (Tabela 1). De fato,
a contagem total de eritrocitos no fluido
do LBA foi o método utilizado por Epp et
al. (2006) para quantificar a HPIE e,
demonstrado como eficiente para avaliar
a ocorréncia do quadro agudo de
hemorragia pulmonar. A n&o ocorréncia
de epistaxe nos cavalos avaliados,
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associado ao aumento na contagem de
eritrocitos pds-competicdo, condiz com
os achados de Meyer et al. (1998) que
nado observou epistaxe ou sinais de
HPIE em animais avaliados apds o
esforco, porém a contagem de
eritrocitos no LBA aumentou
significativamente ap0s o0 exercicio,
retornando aos valores de referencia
ap0s uma semana. Assim, a nao
identificacdo de sangue no trato
respiratorio superior ndo garante que o
cavalo € negativo para HPIE (Sweeney
et al., 1990).

Normalmente, cavalos séo
diagnosticados com HPIE quando
vestigios de sangue sdo detectados na
traqueia durante a endoscopia e/ou se
houver presenca de eritrocitos ou
homessiderofagos no LBA (Séanchez et
al. , 2005). No estudo de Michelotto Jr et
al. (2011) a presenca de
hemossiderofagos no LBA foi escolhido
como marcador de HPIE e, esteve
associado com inflamag&o pulmonar
nos animais avaliados determinado pelo
aumento na atividade do mediador pro-
inflamatorio fator de ativacédo plaquetéaria
e nos indicadores de estresse oxidativo.
O aumento no namero de
hemossider6fagos demonstra que o0s
animais sofreram algum episédio
anterior de HPIE, ja que o
hemossider6fago pode ser detectado
até 3 semanas apdés um unico episédio
de hemorragia (Araya et al., 2005).

No presente estudo, a inflamacao
pulmonar foi evidenciada inicialmente
pelo aumento na contagem total de
células nucleadas ap6s o exercicio, tal
como no estudo de McKane et al.
(1993) onde a contagem foi maior apés
o0 treino de intensidade mais elevada
havendo reducdo dos valores com a
diminuicdo na intensidade do treino.
Essa caracteristica se repetiu nha
avaliacdo da porcentagem de linfécitos,
macrofagos e eosindéfilos assim como
observado por McKane et al. (1993).

O numero percentual médio de
neutrofilos no LBA dos cavalos no
momento da primeira avaliagdo estava
acima dos 5% considerados para
cavalos normais (Michelotto Jr et al.,
2010) e em valor considerado para
cavalos com doenca inflamatéria das
vias aéreas (DIVA) (Couétil et al., 2007).
A associacao entre a HPIE e a DIVA foi
demonstrada anteriormente em potros
Puro Sangue Inglés de corrida
(Michelotto Jr et al., 2011). No presente
estudo, o aumento na percentagem de
neutréfilos no LBA apds o periodo de
repouso indicou um processo
inflamatorio pulmonar que persistiu apés
o periodo de treinos e competicdes,
estando relacionado com a presenca do
eritrocito nas vias aéreas, assim como
observado no estudo de McKane e
Slocombe (2002) quando inocularam
sangue autélogo nas vias aéreas de
cavalos, desenvolvendo uma inflamacao
moderada com uma resposta
neutrofilica. Contudo, como o0s animais
avaliados apresentavam DIVA no inicio
do presente estudo, ndo se pode
descartar que a inflamacdo pulmonar
existente tenha sido fator de risco para a
HPIE. Entretanto, apesar da associacao
entre ambas ter sido demonstrada os
mecanismos  fisiopatolégicos  ainda
precisam ser demonstrados e, a falta de
um grupo controle sem inflamacéao pode
ser considerado como um ponto fraco
do estudo e que poderia ter respondido
a esta questao.

As alteracoes inflamatdrias
provocadas pela presenca de eritrocitos
associada a lenta remocdo destas
células das vias aéreas tras implicac6es
no manejo de cavalos sangradores,
como observado por Derksen et al.
(2009) acumulando os efeitos adversos
provocados pelo eritr6cito nas vias
aéreas devido ao curto intervalo entre
competicdes e a recuperacao.
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CONCLUSAO

No presente estudo demonstrou-se
a ocorréncia de hemorragia pulmonar
induzida pelo exercicio em cavalos de
salto competindo em alturas de 1,00m —
1,20m, e a ocorréncia de um processo
inflamatério pulmonar associado.
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