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alveolares de cavalos asmáticos desafiados com zimosan e lipopolissacarídeo”. O 

capítulo 3 contém o artigo científico completo, intitulado “Comparação entre a ação de 

células mononucleares e células estromais mesenquimais derivadas de medula óssea 

sobre macrófagos alveolares de equinos com asma”, a ser submetido na revista 

“Veterinary research”. O capítulo 4 contém as considerações finais. O capítulo 5 

contém as páginas iniciais dos trabalhos publicados pelo grupo no decorrer do 

doutorado. 
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RESUMO GERAL 

 

INTRODUÇÃO: A asma equina é uma inflamação crônica reversível bastante 

debilitante, podendo afetar o bem-estar dos animais acometidos. Embora os 

tratamentos à base de corticosteroides controlem a inflamação, podem causar 

efeitos adversos e a enfermidade permanece sem cura. A asma pode ser 

desencadeada pela inalação de aeroalérgenos, assim como esporos de 

bactérias e fungos. Os macrófagos alveolares (MA), células residentes nos 

pulmões, reagem aos antígenos inalados e secretam interleucinas que 

promovem a atração de linfócitos T helper (Th) tipo 1 ou tipo 2, dependendo do 

antígeno e da via imunológica ativada por ele. Assim, o estudo de diferentes 

indutores inflamatórios, bem como novas terapias, são importantes para o 

entendimento e enfrentamento da asma. As hipóteses do presente trabalho são: 

H1 – A asma é uma enfermidade que causa desconforto aos equinos; H2 – O 

zimosan pode ser utilizado como antígeno de ativação de MA equinos; H3 - As 

terapia com células mononucleares derivadas de medula óssea (MNDMO) e 

células estromais mesenquimais derivadas de medula óssea (EMDMO) podem 

interferir em algumas atividades desempenhadas pelos MA de cavalos 

asmáticos, e a resposta às terapias pode variar de acordo com o antígeno e via 

imunológica ativada por ele. OBJETIVOS: Desta maneira, o presente trabalho 

abrangeu três experimentos objetivando: E1 - Avaliar o grau de desconforto em 

equinos asmáticos em relação a animais saudáveis, utilizando a Horse Grimace 

Scale (HGS), mensuração de parâmetros fisiológicos e escore clínico (EC); E2 - 

Avaliar os efeitos do desafio celular com lipopolissacarídeo de Escherichia coli 

(LPS – Lipopolysaccharides derivado de Escherichia coli) e Zimosan (ZIM - 

Zymosan derivado de Saccharomyces cerevisiae) em MA e macrófagos 

derivados de sangue periférico (MSP) de equinos; E3 - Comparar a ação de 

MNDMO autólogas e EMDMO alogênicas sobre MA de equinos asmáticos 

desafiados com LPS e ZIM. MATERIAL E MÉTODOS: E1 – Doze cavalos foram 

examinados e tiveram o EC atribuído em repouso. Seis equinos com tosse foram 

encaminhados para coleta de lavado broncoalveolar (LBA), onde foram 

diagnosticados com asma (grupo asmático - GA) e outros seis equinos eram 

saudáveis (grupo controle - GC). Os animais foram filmados antes (GAa e GCa) 

e depois (GAd e GCd) de 60 segundos de caminhada e pontuados no HGS. As 
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frequências cardíaca e respiratória (FC e FR) também foram avaliadas antes e 

após o exercício. A avaliação estatística foi feita pelo índice Kappa; E2 - Foram 

utilizados dois cavalos asmáticos e um saudável, todos mantidos a pasto. Os 

animais foram examinados e tiveram LBA e sangue periférico colhidos, de onde 

foram isolados MA e MSP respectivamente. Sobre lamínulas de vidro em placas 

de 24 poços foram colocados 200μL de MA ou MSP (5x106 células/mL) 

desafiados com 100μl LPS (100ng/mL) e ZIM (100mg/mL). Em seguida foram 

desidratadas em etanol, depois em Hexametildisilazano e posteriormente 

metalizadas com ouro, para então serem visualizadas no microscópio eletrônico 

de varredura. E3 - Cinco cavalos, com histórico de tosse e dificuldade respiratória 

tiveram o LBA colhido para o isolamento de MA desafiados com LPS e ZIM, 

tratados com dexametasona (5μM), MNDMO (1x106células/mL) e EMDMO 

(1x106células/mL). Foram avaliadas as atividades de adesão e fagocitose, 

concentração de nitritos, proteínas totais e interleucinas 1β (IL-1β) e fator de 

necrose tumoral α (TNF-α). RESULTADOS: E1 – A concordância entre as 

avaliações de posição das orelhas, tensão na área dos olhos, tensão bucal, 

fechamento palpebral, proeminência do músculo masseter e tensão nasal foi de 

0,353 (p <0,001), 0,222 (p <0,001), 0,162 (p = 0,001), 0,412 (p <0,001), 0,199 (p 

= 0,002) e 0,307 (p = 0,001) respectivamente. Em todos os animais do estudo, 

houve uma diferença significativa no EC entre GCd vs GAd (p = 0,0313). Houve 

diferença significativa no escore de medido pelo HGS entre GAd e GAa (p = 

0,048), GAa e GCd (p = 0,035) e GAa e GCa (p = 0,035). Além disso, houve uma 

correlação positiva entre o escore HGS e FC, FR e EC, onde a força da 

correlação HGS vs FC foi de 41% (p = 0,047), HGS vs FR foi de 62% (p = 0,008) 

e HGS vs CS foi 58,7% (p = 0,045); E2 - Houve diferença significativa na área 

celular entre MA+ZIM vs. MA (p<0,0001), MA+ZIM vs. MA+LPS (p=0,003), 

MSP+ZIM vs.MSP (p<0,0001) e MSP+ZIM vs. MSP+LPS (p<0,0001). Assim 

também ocorreu no índice de espraiamento entre MA+ZIM vs. MA+LPS 

(p=0,0001) e MSP+ZIM vs. MSP+LPS (p<0,0001), porém não houve diferença 

entre os grupos no índice comprimento/largura; E3 - Todos os animais 

apresentaram fenótipo de asma. A dexametasona reduziu fagocitose e 

MA+DEXA (p=0,0317), MA+LPS+DEXA (p=0,0159) e MA+ZIM+DEXA 

(p=0,0079) em relação aos MA. A concentração de proteínas foi maior nos 

grupos tratados com terapia celular MA+LPS+MNDMO (p=0,0317), 
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MA+ZIM+MNDMO (p=0,0159), MA+LPS+EMDMO (p=0,0079) e 

MA+ZIM+EMDMO (p=0,0079) em relação aos MA. Houve redução da secreção 

de IL 1β em MA+DEXA (p=0,0317), MA+LPS+DEXA (p=0,0159) e 

MA+ZIM+DEXA (p=0,0159) em relação as MA. A concentração de TNFα reduziu 

em todos os tratamentos mas foi significativo apenas em MA+DEXA (p=0,0317), 

MA+LPS+DEXA (p=0,0317) e MA+ZIM+DEXA (p=0,0079) em relação as MA. 

CONCLUSÃO: E1 - Este estudo demonstrou a possibilidade de adoção do HGS 

para avaliação do desconforto respiratório em animais asmáticos; E2 - O 

zimosan pode ser uma alternativa como agente de ativação celular usado em 

estudos com MA, uma vez que provocou alterações à morfologia destas células, 

compatíveis com as que ocorrem em processos inflamatórios; E3 - Os efeitos da 

terapia celular sobre os MA de cavalos asmáticos foram benéficos. Houveram 

diferenças em algumas respostas entre as terapias utilizadas MNDMO e 

EMDMO assim como entre os antígenos LPS e ZIM. 

 

Palavras-chave: asma equina, bem-estar, indução da inflamação, terapia 

celular. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Equine asthma is a reversible chronic inflammation and very 

debilitating that can affect the welfare of affected animals. Although corticosteroid 

treatments control inflammation, they can cause adverse effects and the disease 

remains unhealed. Asthma can be triggered by inhalation of aeroallergens as well 

as bacterial and fungal spores. Alveolar macrophages (AM), cells residing in the 

lungs, react to inhaled antigens and secrete interleukins that promote the 

attraction of T helper (Th) lymphocytes that can be type 1 or type 2, depending 

on the antigen and the immune pathway activated. Thus, the study of different 

inflammatory inducers, as well as new therapies, are important for understanding 

and combat with asthma. The hypotheses of the present work are: H1 - The 

equine asthma causes discomfort to horses; H2 - Zymosan can be used as an 

equine AM activation antigen; H3 - Therapy with bone marrow-derived 

mononuclear cells (BMDMN) and bone marrow-derived mesenchymal stromal 

cells (BMDMS) may interfere on activities performed by AM of asthmatic horses, 

and response to therapies may change in accord to antigen and immune pathway 

activated. OBJECTIVES: The present work covered three experiments aiming at: 

E1 - To evaluate the degree of discomfort in asthmatic horses in relation to 

healthy animals, using the Horse Grimace Scale (HGS), measurement of 

physiological parameters and clinical score (CS); E2 - To evaluate the effects of 

cellular challenge with Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS - Escherichia coli 

derived lipopolysaccharides) and Zymosan (ZIM - Zymosan derived from 

Saccharomyces cerevisiae) on AM and equine peripheral blood derived 

macrophages (PBM); E3 - Compare the action of autologous BMDMN and 

allogeneic BMDMS on AM of asthmatic horses challenged with LPS and ZIM. 

MATERIAL AND METHODS: E1 - Twelve horses were examined and had the 

CS assigned at rest. Six horses with cough were referred for collection of 

bronchoalveolar lavage fluid (BALF), where they were diagnosed with asthma 

(asthmatic group - AG) and six other horses were healthy (control group - CG). 

The animals were filmed before (AGb and CGb) and after (AGa and CGa) 60 

seconds of walking and scored on the HGS. Heart and respiratory rates (HR and 

RR) were also assessed before and after exercise. Statistical evaluation was 

performed by Kappa index; E2 - Two asthmatic and one healthy horses were 
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used, all kept on pasture. The animals were examined and had BALF and 

peripheral blood collected, from which AM and PBM were isolated respectively. 

On glass coverslips in 24-well plates were placed 200μL of AM or PBM (5x106 

cells / mL) challenged with 100μl LPS (100ng / mL) and ZIM (100mg / mL). They 

were then dehydrated in ethanol, then in hexamethyldisilazane and then 

metallized with gold, to be viewed under the scanning electron microscope. E3 - 

Five horses with a history of cough and difficulty breathing had BALF collected 

for isolation of AM challenged with LPS and ZIM, treated with dexamethasone 

(5μM), BMDMN (1x106 cells / mL) and BMDMS (1x106 cells / mL). Adhesion and 

phagocytosis activities, nitrite concentration, total proteins and interleukins 1β (IL-

1β) and tumor necrosis factor α (TNF-α) were evaluated. RESULTS: E1 - The 

agreement between the ear position, eye area tension, buccal tension, eyelid 

closure, masseter muscle prominence and nasal tension assessments was 0.353 

(p <0.001), 0.222 (p <0.001), 0.162 (p = 0.001), 0.412 (p <0.001), 0.199 (p = 

0.002) and 0.307 (p = 0.001) respectively. In all study animals, there was a 

significant difference in CS between CGa vs AGa (p = 0.0313). There was a 

significant difference in HGS measured score between AGa and AGb (p = 0.048), 

AGb and CGa (p = 0.035) and AGb and CGb (p = 0.035). In addition, there was 

a positive correlation between the HGS and HR, RR and CS score, where the 

strength of the HGS vs HR correlation was 41% (p = 0.047), HGS vs RR was 

62% (p = 0.008) and HGS vs CS was 58.7% (p = 0.045); E2 - There was a 

significant difference in cell area between AM + ZIM vs. AM (p <0.0001), MA + 

ZIM vs. AM + LPS (p = 0.003), MSP + ZIM vs. MSP (p <0.0001) and MSP + ZIM 

vs. MSP + LPS (p <0.0001). This also occurred in the spreading index between 

AM + ZIM vs. AM + LPS (p = 0.0001) and MSP + ZIM vs. MSP + LPS (p <0.0001), 

but there was no difference between the groups in the length / width index; E3 - 

All animals presented asthma phenotype. Dexamethasone reduced phagocytosis 

and AM + DEXA (p = 0.0317), AM + LPS + DEXA (p = 0.0159) and AM + ZIM + 

DEXA (p = 0.0079) compared to AM. Protein concentration was higher in AM + 

LPS + BMDMN (p = 0.0317), AM + ZIM + BMDMN (p = 0.0159), AM + LPS + 

BMDMS cell therapy treated groups (p = 0.0079) and AM + ZIM + BMDMS (p = 

0.0079) in relation to AM. There was a reduction in IL 1β secretion in AM + DEXA 

(p = 0.0317), AM + LPS + DEXA (p = 0.0159) and AM + ZIM + DEXA (p = 0.0159) 

compared to AM. TNFα concentration decreased in all treatments but was 
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significant only in AM + DEXA (p = 0.0317), AM + LPS + DEXA (p = 0.0317) and 

AM + ZIM + DEXA (p = 0.0079). in relation to the AM. CONCLUSION: E1 - This 

study demonstrated the possibility of adopting HGS to evaluate respiratory 

distress in asthmatic animals; E2 - Zimosan may be an alternative as a cell 

activating agent used in studies with AM, since it caused changes in the 

morphology of these cells, compatible with those occurring in inflammatory 

processes; E3 - The effects of cell therapy on asthma horses AM were beneficial. 

There were differences in some responses between BMDMN and BMDMS 

therapies as well as between LPS and ZIM antigens 

 

Key words: equine asthma, welfare, inflammation induction, cell therapy. 
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CAPITULO 1 

Short communication: Score of facial expression applied to evaluate discomfort 

in asthmatic horses 

Fernanda Cristina Mendes Barussi¹, Fernanda Zettel Bastos¹, Mariana Marcantonio 

Coneglian1, Tâmara Duarte Borges1, Gilson Pedro Amaral Filho1, Saulo Henrique 

Weber1, Pedro Vicente Michelotto Junior1* 

1- Animal Science, School of Life Sciences, Pontifícia Universidade Católica do 

Paraná (PUCPR), Rua Imaculada Conceição 1155, Curitiba, Paraná 80215901, 

Brazil.  

* Corresponding author: Pedro V. Michelotto Jr. E-mail: p.michelotto@pucpr.br 

Short tile: Score of facial expression for discomfort in horses 

 

ABSTRACT 

Equine asthma is a chronic condition of the airways, and is very similar to human asthma. 

For human sufferers, there are questionnaires that relate physical damage to their quality 

of life, but for animals, we have few tools to quantify the pain and discomfort caused by 

this disease. The objective of the study was to evaluate the degree of discomfort in 

asthmatic horses in relation to healthy animals, using the Horse Grimace Scale (HGS), 

physiological parameters, and clinical score (CS). Twelve horses were examined and 

had a CS assigned at rest. Six horses with cough were referred for bronchoalveolar 

lavage fluid collection, where they were diagnosed with asthma (asthmatic group - AG) 

and another six horses were healthy (control group - CG). The animals were filmed 

before (AGb and CGb) and after (AGa and CGa) 60 seconds of walking, and scored on 

the HGS. Heart and respiratory rates (HR and RR) were also assessed before and after 

exercise. The Kappa index shows the degree of concordance between all evaluators in 

three categories (0= not present, 1= moderately present, 2= obviously present). On stiffly 

backwards ears, general agreement was 0.353 (p<0.001). On tension above the eye 



18 

 

area, general agreement was 0.222 (p<0.001). On mouth strained and pronounced chin, 

general agreement was 0.162 (p=0.001) On orbital tightening, general agreement was 

0.412 (p<0.001). On prominent strained chewing muscles, general agreement was 0.199 

(p=0.002). On strained nostrils and flattening of the profile, general agreement was 0.307 

(p=0.001). There was significant agreement in categories 0 and 1, with p<0.001 and 

p=0.014, respectively. In all animals in the study, there was a significant difference in CS 

between CGa vs AGa (p=0.0313). There was a significant difference in the pain score 

measured by the HGS between AGa and AGb (p=0.048), between AGb and CGa, 

(p=0.035), and between AGb and CGb (p=0.035). In addition, there was a positive 

correlation between the pain score and HR, RR, and CS, where the strength of the HGS 

vs HR correlation was 41% (p=0.047), HGS vs RR correlation was 62% (p=0.008) and 

HGS vs CS was 58.7% (p= 0.045). This study demonstrated the possibility of adopting 

the HGS for the evaluation of respiratory discomfort in asthmatic animals. 

Keywords: welfare, equine asthma, quality of life, discomfort evaluation; pain evaluation 

IMPLICATIONS 

Active horses are often exposed to allergens, so are susceptible to developing 

asthma. Asthma is a disease that can be very limiting and, depending on its severity, can 

significantly reduce quality of life. Therefore, quantifying the discomfort caused by 

asthma can be an objective parameter and serve as a reference for establishing 

adequate management and treatment to reduce the discomfort caused by the disease, 

and improve the quality of life of asthmatic horses. 

INTRODUCTION 

Equine asthma is a chronic condition of the airways which is very similar to human 

asthma, and is characterized by recurring airway obstruction, dyspnea, and mucus 

production (Bond et al., 2018; Couëtil et al.,2016). Clinical signs include increased 

respiratory effort at rest, coughing and exercise intolerance, triggered by inhalation of 

dust particles containing bacterial, mold or toxic agents, and consequent exacerbation 

of the disease in susceptible horses (Leclere et al., 2011). 
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Severe asthma causes several physical changes and limitations, and it is 

necessary to evaluate how limiting it is for affected horses (Couëtil et al., 2016). While in 

human sufferers there are scales based on questionnaires which relate physical damage 

to quality of life (Lara et al., 2014), for animals we have few tools to quantify the pain and 

discomfort caused by this disease. There are questionnaires that can be applied to 

owners of horses with respiratory diseases, and although these are efficient, they have 

limitations such as subjectivity and variability (Bond et al., 2018; Hotchkiss et al., 2007). 

Facial expressions are commonly used to assess pain and other emotional states 

in humans, particularly those who are unable to communicate, in this way could be 

adapted and transposed to routine use with animals (Dalla Costa et al., 2014). Horses 

are very visual and use facial expressions to communicate, as well as express their 

feelings and emotions (Wathan et al., 2015). 

Based on recognition of the facial expressions of horses and their alterations in 

painful states, the British Veterinary Association Animal Welfare Foundation uses equine 

facial expressions to recognize pain or discomfort in horses, and developed a Horse 

Grimace Scale (HGS) (Wagner, 2010; Dalla Costa et al., 2014). This could possibly 

facilitate the detection of this painful condition and help in recognizing its approach at an 

early stage. 

STUDY OBJECTIVES 

To evaluate the degree of discomfort in asthmatic horses in relation to healthy 

animals, using the HGS, physiological parameters (heart rate (HR) and respiratory rate 

(RR)) and clinical score (CS – based on Tesarowski et al., 1996). 

MATERIAL AND METHODS 

STUDY DESIGN 

Twelve horses underwent physical examination and had a CS assigned at rest. 

Six horses with cough were referred for bronchoalveolar lavage fluid (BALF) collection, 

where they were diagnosed with asthma (asthmatic group - AG). The other six were 

healthy horses (healthy group - HG). After this first stage, the animals were filmed at rest 
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and scored on the HGS, and then taken on a walk for 60 seconds, and filmed again at 

the end of the walk. Heart rate and respiratory rate were obtained before and after 

exercise (figure 1). The study was controlled, randomized and blinded, so that the five 

evaluators did not know the animals nor the groups to which they belonged. 

Figure 1 – Scheme of the study design demonstrating the number of animals, exercise 

and materials collected. 

 

ANIMALS 

Twelve crossbreed horses, eight females and four males, with ages varying 

between 8 and 28 years and weighing between 350 kg and 450 kg were examined. The 

animals were maintained on pasture management at the Veterinary Hospital at Gralha 

Azul Experimental Farm of the Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR), 

located in Fazenda Rio Grande municipality in the state of Paraná, south of Brazil. 

Animals were enrolled into two groups according to the diagnosis of equine asthma. Six 

horses presented with cough and were confirmed as having severe asthma (n = 4) and 

mild asthma (n = 2) on subsequent examination of the BALF, and enrolled in the asthma 

group (AG). Six healthy horses, without reports of cough, which were negative to cough 

reflex and had no history of respiratory disease on physical examination, made up the 

healthy group (HG). 
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PHYSICAL EXAMINATION  

The physical examination included inspection cardiac, tracheal, and pulmonary 

auscultations; cough stimulation and rectal temperature measurement. Animals that had 

cough reports were referred for BALF collection for further differential cytology counts. 

All animals in the study had CS assessed at rest, based on respiratory rate, nasal 

discharge and flaring, pulmonary or tracheal crepitation, pulmonary or tracheal wheezes 

and abdominal lift adapted by Tesarowski et al.(1996).  

Equine who presented increased respiratory rate, cough or reflex of positive 

cough with or without presence of nasal mucus and without concomitant fever (Kutasi et 

al., 2011) and neutrophilia ≥5% in BALF (Hoffman, 2008; Couëtil et al., 2016) were 

considered with asthmatics. 

COLLECTION AND PROCESSING OF BRONCHOALVEOLAR LAVAGE FLUID 

Horses with coughing were fasted for at least 6 hours prior to collection, in order 

to perform sedation with intravenous (IV) detomidine (Eqdomin, 0.02mg/kg - Ourofino, 

São Paulo, Brazil) and IV pethidine hydrochloride (Dolosal, Cristália, São Paulo, Brazil). 

BALF collection was performed with a silicon catheter (3 m × 10 mm) (V-300 PBAL–300, 

Cook Vet Products, Hamburg, Germany) that was introduced intranasally, and four 

125mL aliquots of sterile warm (37°C) 0.9% sodium chloride solution (Hoffman, 2008) 

were infused and immediately retrieved. In the laboratory, the BALF was centrifuged 

(350g at 4°C for 6 min), and the cell pellet was resuspended in 2mL of the BALF 

supernatant from the same animal to obtain the total nucleated cell count. Cell counting 

was performed using a Neubauer chamber, and differential cytological analysis was 

performed using slides stained with Diff-Quick (Panótico Rápido, Laborclin, Paraná, 

Brazil) and counting 300 cells under 1000×magnification (Olympus Cx31 trino). 

HORSE GRIMACE SCALE EVALUATION 

The animals were removed from the pickets, and after 15 minutes of rest in the 

shade, were filmed for approximately 30 seconds at rest (contained by halter) and had 
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HR and RR measured. The horses were then walked for 60 seconds and then filmed for 

approximately 30 seconds, and their HR and RR were measured again.  

The filming was done in the morning, between 08h00 and 10h00, at a 

temperature varying between 20°C and 30 °C and humidity of between 75% and 90%. 

The aim of filming was to record the facial expression of each horse; this was always 

performed by the same people, in order to minimize interference. 

Each animal was evaluated by five veterinarians trained in the HGS. Six facial 

characteristics were investigated: ears held stiffly backwards, orbital tightening, tension 

above the eye area, prominent strained chewing muscles, mouth strained with 

pronounced chin, and strained nostrils with flattening of the profile. Each facial 

characteristic was scored using a 3-point scale (0= not present, 1= moderately present, 

2= obviously present), resulting in a maximum possible HGS score of 12 per animal, 

before and after exercise (60 seconds walk). The value that appeared two or more times 

in each item was adopted as a result. 

STATISTICAL ANALYSIS 

To compare the agreement between the evaluators, a Kappa index was used, 

and inter-observer reliability was assessed using intra-class correlation coefficients. To 

obtain the differences in pain score before and after exercise, a paired-sample t-test was 

used. To obtain the correlation between samples, Spearman’s rank-order correlation 

was used. These analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software 

(GraphPad Software Inc., CA, USA. For all of the analyses, p< 0.05 was considered 

significant. 

RESULTS 

In AG horses cytological changes in BALF were compatible with severe asthma 

and mild asthma (Table1), with an increased number of inflammatory cells and reduced 

number of macrophages. 
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ANIMAL 
INSULATED 

VOLUME (mL) 

RECOVERED 

VOLUME (mL) 

RECOVERED 

VOLUME (%) 

CLINICAL 

SCORE (CS) 

MA 

(%) 

LYM 

(%) 

NEU 

(%) 

EO 

(%) 

MC 

(%) 

GC 

(%) 

HORSE 1 500 140 28 16 32 8 59 0 0 1 

HORSE 2 500 230 46 17 39 16 43 0 1 1 

HORSE 3 500 310 62 7 23 16 52 0 1 8 

HORSE 4 500 175 35 13 22 11 64 0 0 3 

HORSE 5 500 130 26 4 37 56 6 1 0 0 

HORSE 6 500 323 64,6 4 44 41 13 1 0 1 

Table 1 – Bronchoalveolar lavage fluid of asthmatic horses. Individual percentage of recovered 
volume, and of different cell types in bronchoalveolar lavage fluid, and clinical score of horses 
with asthma. MA – macrophage, LYM –lymphocyte; NEU – neutrophil; EO – eosinophil; MC – 
mast cell; GC – Giant cell. 

 

The Kappa index shows the concordance between all evaluators in the three 

categories (0= not present, 1= moderately present, 2= obviously present). On stiffly 

backwards ears, the general agreement was 0.353 (p<0.001); for the general values of 

Kappa interpretation, this is considered fair agreement. There was significant agreement 

in categories 0 and 1, with p<0.001 for both.  

On tension above the eye area, the general agreement was 0.222 (p<0.001), 

considered fair agreement on Kappa interpretation. There was significant agreement in 

categories 0 and 1, with p<0.001 for both.  

On mouth strained and pronounced chin, the general agreement was 0.162 

(p=0.001), which is considered poor agreement on Kappa interpretation. There was 

significant agreement in categories 0 and 1, with p<0.001 and p=0.024, respectively.  

On orbital tightening, the general agreement was 0.412 (p<0.001), considered 

moderate agreement on Kappa interpretation. There was significant agreement in 

categories 0 and 1, with p<0.001 in both.  

On prominent strained chewing muscles, the general agreement was 0.199 

(p=0.002), considered poor agreement on Kappa interpretation. There was significant 

agreement in categories 0 and 1, with p= 0.002 in both.  
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On strained nostrils and flattening of the profile, the general agreement was 0,307 

(p= 0.001), considered fair agreement on Kappa interpretation. There was significant 

agreement in categories 0 and 1, with p<0.001 and p= 0.014, respectively. 

The CS showed a significant difference between healthy animals and asthmatic 

animals (Figure 1A). Likewise, there was a significant difference in the pain score 

measured by the HGS (Figure 1B) between healthy and asthmatic animals, both before 

and after 60 seconds of walking. 

 
Figure 1 – Clinical score (CS) and facial pain in horses with and without asthma. A - Measurement 

of CS adapted by Tesarowiski et al. (1996) in horses with and without asthma at rest; B - 

Measurement of pain in horses with and without asthma through application of the horse grimace 

scale (HGS). CGa – Healthy Group after exercise; AGa – Asthmatic Group after exercise; CGb – 

Healthy Group before exercise; AGb – Asthmatic Group before exercise. 

 

In addition to the differences previously presented, there was a positive 

correlation between the pain score (HGS) and the HR, RR and CS parameters. All 

correlations were positive, where HGS vs. HR had a correlation force of 41% (p=0,047), 

HGS vs. RR had a correlation force of 62% (p=0,008) and HGS vs. CS had a correlation 

force 58,7% (p=0,045). 

DISCUSSION 

In healthy horses, macrophages represent 50–70% and neutrophils 5% of BALF 

cells, whereas lymphocytes can range between 30% and 50% (Hoffman, 2008). All 

horses in the AG had increased neutrophils and reduced macrophages. One of the 



25 

 

horses with mild asthma presented few clinical signs and, in addition to a slight increase 

in neutrophils in BALF, also showed a percentage of lymphocytes above the reference 

values for healthy horses.  

Some asthmatic horses may or may not have obvious clinical signs; similarly, 

laboratory changes may be subtle (Bond et al., 2018) when compared with reference 

values for each disease, in this case severe asthma and mild asthma. The estimate of 

the occurrence of severe asthma in horses is 14%, while the apparent estimate (by 

questionnaires to owners of asthmatic horses) is 24.2% (Hotchkiss et al., 2007). This 

denotes a difference between real values found by veterinarians and probable values 

described by the owners. 

Asthma leads to physiological changes that can be observed and measured such 

as nasal flaring, increase in RR and respiratory effort. These criteria can generate a 

clinical score and guide the veterinarian on complementary examinations and definitive 

diagnosis. This CS was significantly higher in asthmatic animals than in non-asthmatic 

animals, showing that there were more respiratory physiological changes in the 

asthmatic group. According to the composite pain scale, alterations equal to or greater 

than 10% in heart and respiratory rhythms may represent a pain score (Bussieres et al., 

2008). This change was observed in the asthmatic group. A 60 seconds walk should not 

represent physical exertion for a horse, especially as this animal is accustomed to 

walking while grazing, however for asthmatic animals the reality was different. 

Although there are records of facial and body expressions with rich detail, it is 

appropriate that the facial expression be assessed in a punctual way, characteristic by 

feature, because the evaluation becomes more accurate and reliable (Wathan et al., 

2015). From this were the HGS demonstrated simplicity and objectivity in their evaluation 

criteria, which allows many to have access to a rapid and correct assessment of facial 

expression of animals. 

Measurements of pain, discomfort, thirst, lack of air, among other parameters that 

evaluate animal welfare, are based on knowledge of animal physiology; therefore, any 
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evaluator with knowledge, criteria and impartiality can use the scales for these 

measurements. However, it is possible that the temperament of the animal influences 

evaluation of their physical and mental state, since naturally more aggressive or agitated 

animals may present quite distinct characteristics compared to calm animals 

experiencing the same treatment (Wagner, 2010). 

The feeling of "breathlessness" is an unpleasant experience and can compromise 

the welfare of any equine (Mellor et al., 2017), so the discomfort of a horse with asthma 

can be considered a fundamental issue. Although the shortness of breath is extremely 

uncomfortable, there are no reports of measurement of discomfort in horses with 

shortness of breath. This can cause many cases of respiratory distress to be overlooked, 

or treated very subjectively.  

In order for the evaluation to be able to meet a large number of evaluated animals 

and trained people to perceive and punctuate alterations of facial expression in horses, 

it is important that there is agreement among the evaluators. The Kappa index showed 

that there was significant agreement between the evaluators on each item evaluated. 

This shows that the results obtained are reliable, and there is similarity between the 

evaluations made by the five evaluators with experience in HGS, it can be extended to 

other trained evaluators. The use of a scale for measuring pain or discomfort has some 

advantages over a purely subjective system, and without predefined standards: (1) 

increased ability of the observer to recognize and quantify pain, (2) increased 

interobserver agreement, (3) awareness of animal pain treatment adequacy, and (4) 

ability to monitor and document progress of the patient's condition (Wagner, 2010). In 

this way, it is possible to establish, in an objective way, valuations of the respiratory 

discomfort, which facilitates the decision making regarding the treatment and 

management of horses. In addition to showing the importance of measurement of 

respiratory discomfort in horses (60 seconds walk), this study showed that minimum 

physical exertion can represent a significant change in the physiological parameters of 

asthmatic horses. 
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Finally, there was a positive correlation between the parameters of HGS, HR, RR 

and CS. Thus, it is clear that the increase in the pain score is directly related to the 

increase in HR, RR and CS. This shows that there may be systemic changes, not just 

respiratory changes, in asthmatic horses which may contribute to a feeling of discomfort. 

CONCLUSIONS 

Horses with asthma presented changes in facial expression compatible with the 

changes suggested in the HGS, being compatible with pain or discomfort. These 

changes could be noticed and scored, allowing a discomfort monitoring objectively.  

Although HGS has been shown to be effective in assessing respiratory distress 

in asthmatic equines, more studies are needed with a larger number of animals, since 

there are still subjective criteria (evaluator, animal temperament, severity of the disease) 

and variability of clinical signs and tolerance to physiological changes caused by the 

disease in animals. 
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CAPÍTULO 2 

Artigo: INDUÇÃO DE INFLAMAÇÃO EM MACRÓFAGOS ALVEOLARES DE 

CAVALOS ASMÁTICOS DESAFIADOS COM ZIMOSAN E LPS 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: A asma equina é uma enfermidade multifatorial que acomete 

cavalos expostos a aeroalérgenos. Pode ser induzida com poeira, esporos de 

bactérias ou fungos in vivo ou in vitro e as células que orquestram a resposta 

inflamatória da asma são os macrófagos e neutrófilos. OBJETIVOS: Avaliar os 

efeitos do desafio celular com lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS – 

Lipopolysaccharides derivado de Escherichia coli) e Zimosan (ZIM - Zymosan 

derivado de Saccharomyces cerevisiae) em macrófagos alveolares (MA) e 

macrófagos derivados de sangue periférico (MSP) de equinos. MATERIAL E 

MÉTODOS: Foram utilizados dois asmáticos e um saudável, todos mantidos a 

pasto. Os animais foram examinados e tiveram lavado broncoalveolar (LBA) e 

sangue periférico colhidos, de onde foram isolados MA e MSP respectivamente, 

e sobre lamínulas de vidro em placas de 24 poços colocados 200μL (5x106 

células/mL) desafiados com 100μl LPS (100ng/mL) e ZIM (100mg/mL). Em 

seguida foram desidratadas em etanol 35%, 50%, 70%, 100% e 

Hexametildisilazano por 10 minutos. Metalizadas com ouro por 120 segundos e 

posteriormente visualizadas no microscópio eletrônico de varredura. 

RESULTADOS: Houve diferença significativa na área celular entre MA+ZIM vs. 

MA (p<0,0001), MA+ZIM vs. MA+LPS (p=0,003), MSP+ZIM vs.MSP (p<0,0001) 

e MSP+ZIM vs. MSP+LPS (p<0,0001).  Assim também ocorreu no índice de 

espraiamento entre MA+ZIM vs. MA+LPS (p=0,0001) e MSP+ZIM vs. MSP+LPS 

(p<0,0001), porém não houve diferença entre os grupos no índice 

comprimento/largura. CONCLUSÃO: O zimosan pode ser uma alternativa como 

agente de ativação celular usado em estudos com macrófagos, uma vez que 

provocou alterações à morfologia destas células, compatíveis com alterações 

que ocorrem em processos inflamatórios. 

 

Palavras chave: asma equina, indução da inflamação, desafio celular, 

macrófagos alveolares. 
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INTRODUÇÃO 

A asma equina é uma enfermidade multifatorial que acomete cavalos 

expostos à poeira, aeroalérgenos e ambientes de pouca ventilação, se 

assemelhando bastante à asma humana (Pirie et al., 2003). Assim como em 

humanos, a asma leve é em geral associada à presença de eosinófilos e 

mastócitos enquanto a asma grave à presença significativa de neutrófilos no 

pulmão (Bond et al., 2018).  

Os macrófagos alveolares são células de defesa residentes nos pulmões 

(Hoffman 2008) e tem um papel importante na depuração e no reconhecimento 

de partículas inaladas (Muehlmann et al., 2012). Essa capacidade dos 

macrófagos de reconhecer e reagir a substâncias presentes na poeira orgânica 

é mediada por receptores do tipo Toll (Toll-like receptors - TLRs), que estão 

associados à ativação de fator nuclear (NF) kB e a liberação inicial de TNF-α e 

IL-1β (Laan et al., 2005). 

As demais citocinas liberadas em resposta à ativação dos TLRs de 

macrófagos promovem o recrutamento de outros macrófagos e linfócitos, onde 

os linfócitos se diferenciam em T auxiliares ou helpers (Th) tipo 1 ou 2 

dependendo do perfil de interleucinas secretadas (Ferraz et al., 2015). 

Os macrófagos podem ser ativados por duas vias distintas, a via clássica 

ou a via alternativa, o que vai determinar se seu fenótipo será tipo M1 ou M2 

(Saradna et al., 2018). Os macrófagos M1 tem grande efeito citotóxico e são 

eficientes contra agentes agressores, sua ativação é mediada por estímulos 

como IFN-γ, TNF-α e LPS (perfil Th1). A ativação alternativa do macrófago é 

mediada pela IL-4, IL-10 e IL-13 (perfil Th2), originando macrófagos M2, que 
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promovem a limpeza de detritos e o aumento da contratibilidade do músculo liso, 

o que contribui para a expulsão de patógenos (Neves 2015). 

A adesão dos macrófagos é fundamental para sua migração e atividade 

fagocitária e todos estes processos dependem da remodelação do citoesqueleto 

e tem proteínas reguladoras em comum, estas são capazes de direcionar a 

adesão e ativação celular (Zaveri et al., 2014). É possível que TLR2 e TLR4 

façam a mediação e a transdução de sinais que levam ao espraiamento e à 

polarização de macrófagos (Lasunkaia et al., 2006, Wenzel et al., 2011). 

Para o melhor entendimento da asma e suas vias de ativação, agentes 

fúngicos e bacterianos são frequentemente empregados nos desafios de grupos 

celulares envolvidos nesta enfermidade (Laan et al., 2005), dentre eles estão o 

Aspergylus Fumigatus  e o lipopolissacarídeo derivado de Escherichia coli  (LPS) 

(Calzetta et al., 2018; Guerra et al., 2017; Waldschmidt et al., 2013). 

O LPS é um glicolipídeo que constitui a maior fração não-proteica da 

parede de bactérias gram-negativas (Nair, G. B., & Takeda 1997). Na asma a 

presença de LPS é reconhecida por TLRs4 (Ferraz et al., 2011). 

O zimosan é uma fração de levedura, contendo polissacarídeos 

comumente usados para avaliar a atividade fagocitária de macrófagos 

(Michelotto et al., 2010; Dyrynda et al., 1998). Ao entrar em contato com os 

macrófagos alveolares, o reconhecimento deste antígeno é em geral, feita por 

TLRs2 e TLRs6, (Ferraz et al., 2015). O zimosan vem sendo empregado para a 

realização de desafios celulares (Sato et al., 2003; Guerra et al., 2017), no 

entanto não são encontrados relatos de sua utilização para estudos relacionados 

à asma equina.  
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Como as vias de ativação variam conforme o antígeno envolvido, é 

possível que o emprego de diferentes agentes n a indução da inflamação 

proporcione diferentes respostas celulares, o que pode ser bastante importante 

em estudos da asma equina. Assim, a hipótese do presente estudo é que o 

zimosan promove ativação de macrófagos alveolares e aumento da área celular 

e índice de espraiamento destas células. 

OBJETIVOS 

Avaliar os efeitos do desafio celular com lipopolissacarídeo de Escherichia 

coli (LPS – Lipopolysaccharides from Escherichia coli O111:B4 – Sigma Aldrich, 

Estados Unidos) e Zimosan (ZIM - Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae- 

Sigma-Aldrich, Estados Unidos) sobre a morfologia de macrófagos alveolares 

(MA) e macrófagos derivados de sangue periférico (MSP) de equinos. 

ASPECTOS ÉTICOS 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, sob os números 788 e 1038. 

DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Foram utilizados três cavalos, sendo dois com asma grave (machos, com 

28 e 30 anos de idade) e um saudável (fêmea, com 6 anos de idade), pesando 

entre 350kg e 500kg do plantel de equinos da Unidade Hospitalar de Equinos – 

UHE da Fazenda Experimental Gralha Azul da PUCPR, localizada no município 

de Fazenda Rio Grande – PR. 

Todos os cavalos eram mantidos a pasto, com livre acesso à água e 

recebiam feno a vontade e ração peletizada uma vez ao dia. Eram vacinados 

contra tétano, raiva, influenza equina, Herpes vírus 1 e 4 e encefalomielite 

equina. 
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Os animais foram examinados e tiveram lavado broncoalveolar (LBA) e 

sangue periférico colhidos. O LBA foi utilizado para a avaliação citológica 

diferencial e para o isolamento dos MA. O sangue periférico foi utilizado para o 

isolamento de monócitos e subsequentemente de MSP. Após a obtenção de MA 

e MSP, estes foram desafiados com LPS e ZIM. 

Cumprido o desafio, os MA e MSP foram submetidos à microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) para a mensuração de comprimento, largura e 

área, bem como o cálculo dos índices de espraiamento e comprimento/largura. 

EXAME CLÍNICO DOS ANIMAIS  

O exame clínico abrangeu o histórico de cada animal, exame físico com 

inspeção, ausculta cardíaca e respiratória e aferição da temperatura retal. Todos 

os animais do estudo foram pontuados a partir de uma escala adaptada de 

Tesarowski et al. (1996), conforme a avaliação dos seguintes sinais clínicos: 

frequência respiratória, secreção nasal, linha de esforço abdominal, dilatação 

nasal, sons traqueais, sons bronquiais, crepitação, sibilo e ressonância torácica. 

Foram considerados animais com o fenótipo da asma grave, equinos com 

expiração abdominal prolongada, tosse com ou sem presença de muco nasal e 

sem febre concomitante (Kutasi et al., 2011), pontuação acima de 6 no escore 

clínico (Tesarowski et al., 1996) e neutrofilia ≥25% no LBA (Couëtil et al., 2016). 

ISOLAMENTO DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DE SANGUE PERIFÉRICO 

Foram coletados aproximadamente 60mL de sangue periférico obtidos 

por venopunção da veia jugular, em uma única seringa de 60mL com 10% de 

heparina sódica 5000UI/mL (Hemofol®, Cristália, São Paulo, Brasil). As 

amostras foram processadas em câmara de fluxo laminar, filtradas em malha de 
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100µm (Cellstrainer, BD®) e colocadas em tubos cônicos de 50mL e em seguida 

centrifugadas a 450g por 10 minutos para a formação do anel de leucócitos.  

O anel de leucócitos foi diluído 1:1 em RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute - Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, Estados Unidos) e colocado sobre 

o gradiente de densidade Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, 

Estados Unidos) e novamente centrifugado a 650g por 30 minutos, onde ocorre 

a formação do anel de células mononucleares. Este foi cuidadosamente pipetado 

e colocado em tubo cônico de 50mL com RPMI, posteriormente centrifugado a 

400g por 10 minutos, onde se obteve o botão de células mononucleares. O 

sobrenadante foi descartado e o botão foi ressuspendido em aproximadamente 

3mL de IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium - Sigma-Aldrich, St. Louis. 

Missouri, Estados Unidos), de onde 10µl foram retirados para a contagem celular 

pós isolamento, feita na câmara de Neubauer. 

As células foram colocadas em garrafas de cultivo de 75cm² na 

quantidade que variou entre 550 a 800 mil células por cm², diluídas em 10mL de 

RPMI com 10% de SFB. Foram deixadas para aderir por um período médio de 

18 horas em estufa a 37°C com 5% de CO₂ (adaptado de Raabe et al., 1998). 

Após o período de adesão o sobrenadante das garrafas foi descartado, as 

garrafas foram lavadas com 8mL de tampão fosfato-salino (PBS) e em seguida 

foi acrescentado 8mL de RPMI. As células foram descoladas da garrafa com o 

auxílio de um espalhador de células tipo scraper, por três vezes até que não 

houvesse mais células aderidas.  

Os MSP foram colocados em tubos de 50mL e centrifugados a 450g por 

10 minutos. Na sequência foram ressuspendidos em 3mL de IMDM para 

contagem, verificação da pureza e realização dos ensaios. A contagem de 



35 

 

células foi realizada em câmara de Neubauer e a pureza foi realizada com 

lâminas coradas com Diff-Quick (Panótico Rápido, Laborclin, Paraná, Brasil) e 

contando 300 células com aumento de 1000 × (Olympus Cx31 trino).  

COLETA E PROCESSAMENTO DE LBA 

Os cavalos foram mantidos em jejum por no mínimo seis horas 

antecedentes à coleta para realizar a sedação com cloridrato de detomidina 

intravenosa (IV) (Eqdomin, 0,02mg/kg, Ourofino, São Paulo, Brasil) e cloridato 

de petidina IV (Dolosal, Cristália, São Paulo, Brasil).  

A coleta do fluido do LBA foi realizada com uma sonda flexível de silicone 

marca Cook (V-PBAL-300, Cook Vet Products, Hamburg, Alemanha), de 300 cm 

de comprimento e 8 mm de diâmetro. Esta foi introduzida via nasotraqueal até 

se alojar em um brônquio, quando o cuff na extremidade distal foi inflado com 

10mL de ar. Utilizou-se 500mL de solução salina de cloreto de sódio 0,9% estéril 

pré-aquecida a 37°C (Hoffman, 2008), infundidos em alíquotas de 125mL e 

aspirados após cada alíquota. O material recolhido ficou acondicionado em gelo 

em tubos para centrífuga estéreis de 50mL até a chegada ao laboratório, para o 

processamento, cerca de duas horas após a coleta. 

No laboratório, o fluido do LBA foi centrifugado a 340 g por seis minutos, 

a 4°C (Michelotto et al., 2010) e o botão de células obtido foi ressuspendido em 

5mL do próprio sobrenadante. A contagem do número total de células nucleadas 

foi realizada na câmara de Neubauer, a partir do quadrante central maior foram 

contadas todas as células dos 25 quadrantes menores, posteriormente 

multiplicadas pelo volume da câmara (10μL) e pela diluição das amostras 

(5000μL) e a viabilidade das células foi verificada através da coloração das 

células com azul de Tripan, na proporção de 5 partes de células para 1 de azul 
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de Tripan, colocadas na câmara de Neubauer e contadas da mesma forma que 

a contagem total, onde as células mortas ficam coradas em azul e as células 

vivas não. A partir do botão de células, empregou-se 10 µL para a confecção de 

lâminas para a avaliação citológica, que foram coradas com a técnica de 

Romanowski (Panótico Rápido, Laborclin, Paraná, Brasil) para contagem 

diferencial das células em aumento de 1000X (Olympus Cx31 trino). 

DESAFIO CELULAR 

Foram plaqueados 200μL de MA e MSP na concentração de 5x106 

células/mL em poços de uma microplaca de 24 poços, em cima de lamínulas de 

vidro previamente dispostas na placa. A placa foi incubada por 30 minutos a 

37°C, adaptado de Michelotto et al. (2010), favorecendo a adesão dos MA e MSP 

às lamínulas. 

Decorridos o isolamento e adesão dos MA e MSP, foram acrescentados 

os indutores inflamatórios: lipopolissacarídeos de Escherichia coli (LPS – 

Lipopolysaccharides from Escherichia coli O111:B4 – Sigma Aldrich, Estados 

Unidos) e Zimosan (ZIM - Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae- Sigma-

Aldrich, Estados Unidos). Os macrófagos foram desafiados com 100μl de LPS 

(100ng/mL - adaptado de Lohmann 2004) e ZIM (100mg/mL - adaptado de Camp 

et al., 1982), enquanto o grupo controle teve a adição de 100μl de PBS por poço. 

As placas foram incubadas por 60 minutos em estufa a 37°C, em seguida 

procedeu-se a preparação para a MEV. 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  

Após a última incubação, o sobrenadante foi descartado, e os poços foram 

lavados com PBS para proceder a posterior fixação das células (adaptado de 

Mobasseri et al., 2017). As lamínulas foram imersas em uma solução de 
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glutaraldeído a 3%, obtido através da diluição do glutaraldeído 25% em água 

ultrapura (Glutaraldeído solução 25% P.S. – Dinâmica Química contemporânea 

– Indaiatuba - SP) por 120 minutos e posteriormente lavadas com PBS.  

Em seguida foram desidratadas em etanol 35%, 50%, 70% e 100% por 10 

minutos em cada solução. Para finalizar, as lamínulas foram colocadas por 10 

minutos em Hexametildisilazano (HMDS – Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, 

Estados Unidos). Após o processo de fixação e desidratação as lamínulas foram 

metalizadas com uma camada de ouro por 120 segundos no metalizador 

Quorum (Q150RES), para serem posteriormente visualizadas no microscópio 

eletrônico de varredura (Tescan vega3 scanning electron microscope, República 

Tcheca), e capturadas e analisadas com o auxílio do programa Vega 3. 

Com auxílio do programa Vega 3, foram manualmente traçadas linhas de 

cota e contorno celular mensurando as medidas de largura, comprimento e área 

de 20 células por animal, por grupo (MA+PBS, MA+LPS, MA+ZIM, MSP+PBS, 

MSP+LPS e MSP+ZIM), totalizando 120 células de cavalos asmáticos (A, n=40) 

e 60 células de um cavalo saudável (S, n=20), aleatoriamente escolhidas, com 

pelo menos uma das medidas acima de 9μm (Cowell e Tyler, 2001) com 

pseudópodos, para excluir a possibilidade de mensurar linfócitos ou 

polimorfonucleados que eventualmente tenham permanecido nas lamínulas, 

uma vez que as células passaram pelo processo de adesão e a grande maioria 

eram macrófagos. 

Após estas mensurações foram estabelecidos dois índices para 

comparação: o índice de espraiamento celular e o índice de 

comprimento/largura. O índice de espraiamento foi estimado como uma relação 

de uma área celular média de células desafiadas com LPS e ZIM com a área 
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média de células não tratadas (PBS). Já o índice comprimento/largura das 

células foi determinado pela razão dos traçados manuais do comprimento em 

relação à largura de células selecionadas aleatoriamente (Lasunskaia et al., 

2006). 

As etapas de metalização, registros fotográficos e mensurações das 

células foram feitas no laboratório de Engenharia Mecânica da PUCPR, no 

município de Curitiba – PR. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística incluiu comparações entre grupos e desafios dentro 

de cada grupo. 

Para as avaliações estatísticas foram utilizadas a análise de variância 

(ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de múltipla comparação e teste t 

student para a comparação entre grupos nos mesmos momentos de avaliação, 

utilizando GraphPadPrism versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San 

Diego, California, EUA). Os valores de p<0,05 foram considerados como 

significativos. 

RESULTADOS  

ISOLAMENTO DE MSP 

A média de MSP isolados após adesão ao plástico por aproximadamente 

18 horas foi de 7,8%, e a pureza de macrófagos isolados foi de 95,4% com 4,6% 

de contaminação por linfócitos (tabela 01).  
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Tabela 1 – Resultados obtidos a partir do isolamento e cultivo das células usadas nos ensaios. 

Porcentagem de isolamento de MSP; percentual de pureza dos MSP após a adesão por 18 horas 

em garrafas de cultivo. MSP – macrófagos derivados de sangue periférico; LO – linfócitos;   

 

DESAFIO CELULAR e MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

É possível visualizar as diferenças nas dimensões (largura, comprimento 

e área) dos MA e MSP entre os grupos controle e os desafiados com LPS e ZIM 

(figura 01). 

A mensuração da área celular dos grupos controle e desafiados por LPS 

e ZIM apresentou diferença estatística significativa entre eles (gráfico 01), porém 

quando os grupos foram analisados separadamente, ou seja, cavalo saudável 

versus cavalos asmáticos, os MA do cavalo saudável tiveram média de área 

significativamente maior do que os dos demais animais e não apresentou 

variação quando exposto ao LPS e ZIM, diferente dos MSP saudáveis, que 

apresentaram o mesmo comportamento dos MA e MSP asmáticos (gráfico 02).  
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Figura 01: Diferenças morfológicas e dimensionais dos MA e MSP controle (PBS) e desafiados 

com LPS e ZIM. Células fotografadas em microscopia eletrônica de varredura e mensuradas com 

auxílio do software Vega 3 - TESCAN. MA - macrófagos alveolares; MSP - macrófagos derivados 

de sangue periférico; PBS - macrófagos desafiados com tampão fosfato-salino; LPS - 

macrófagos desafiados com lipopolisacarídeo de Escherichia coli; ZIM - macrófagos desafiados 

com zimosan (Zymosan from Saccharomyces). 
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O índice de espraiamento (gráfico 03) também apresentou diferença 

estatística significativa entre os grupos, mas quando comparamos cavalo 

saudável versus cavalos asmáticos, os MA do cavalo saudável tiveram média de 

espraiamento significativamente menor do que os MSP saudáveis e MA e MSP 

dos asmáticos desafiados por ZIM (gráfico 04). 

                                                               
Gráfico 01 - Área dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos derivados de sangue 

periférico (MSP) de equinos desafiados com lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli e Zimosan (ZIM) 

e mensurados a partir de imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura. 

 

                                
Gráfico 02 - Área dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos derivados de sangue 

periférico (MSP) de equinos saudáveis vs. asmáticos, desafiados com lipopolissacarídeo (LPS) 

de E. coli e Zimosan (ZIM) e mensurados a partir de imagens obtidas por microscopia eletrônica 

de varredura. 
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Gráfico 03 – Índice de espraiamento dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos 

derivados de sangue periférico (MSP) de equinos desafiados lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli 

e Zimosan (ZIM) e mensurados a partir de imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura. 

 

                                                     
Gráfico 04 – Índice de espraiamento dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos 

derivados de sangue periférico (MSP) de equinos saudáveis vs. asmáticos, desafiados com 

lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli e Zimosan (ZIM) e mensurados a partir de imagens obtidas 

por microscopia eletrônica de varredura. 

 

O índice de comprimento/largura, que pode ser usado para avaliar a deformidade 

ou crescimento desproporcional das células, não teve diferença estatística 

significativa entre os grupos e entre os desafios (gráfico 05). 



43 

 

                                                                  
Gráfico 05 – índice de comprimento/largura dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos 

derivados de sangue periférico (MSP) de equinos desafiados com lipopolissacarídeo (LPS) de 

E. coli e Zimosan (ZIM) e mensurados a partir de imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura.  

 

                

Gráfico 06 – índice de comprimento/largura dos macrófagos alveolares (MA) e dos macrófagos 

derivados de sangue periférico (MSP) de equinos saudáveis vs. asmáticos, desafiados com 

lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli (LPS) e Zimosan (ZIM) e mensurados a partir de imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura.  

 

DISCUSSÃO  

A quantidade de células mononucleares derivadas de sangue periférico 

colocada para o isolamento de MSP foi inferior a 1x106células/cm² e a média de 

recuperação de MSP que aderiram ao plástico foi de 7,8%. Há indicação para 
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colocar 5x106células/cm² (Du et al., 2015), mas o valor de recuperação não foi 

referido, assim como em outros trabalhos. O grau de pureza atingido no presente 

estudo foi de 95,4%. Ocorre que poucos trabalhos divulgam o percentual de 

isolamento de MSP, sendo que em dois deles este percentual foi de 97% (Moore 

et al., 2003) a quase 100% (Raabe et al., 1998).  

Em humanos, o padrão ouro de isolamento é pelo método 

eletromagnético onde se obtêm cerca de 95% de pureza, enquanto o referido 

pelo método de gradiente de densidade (que foi o mesmo utilizado no presente 

estudo) é de 87% (Zhou et al., 2012). 

Agentes desencadeadores da asma equina são empregados de forma 

sistemática em diversos estudos envolvendo MA e MSP. Trabalhos mostram a 

utilização de LPS e Aspergillus fumigatus para estudos in vitro e in vivo (Calzetta 

et al., 2018, Ivester et al., 2014; Laan et al., 2005). Desta forma, este trabalho 

usou o zimosan como uma alternativa de agente fúngico para ativação celular e 

estabeleceu uma comparação entre ele e uma metodologia já utilizada com LPS, 

ambos in vitro. Para verificar a ativação dos MA e MSP provocada por zimosan 

e LPS, foi utilizada a observação das células por MEV, verificando possíveis 

alterações morfológicas ao desafio.  

A alteração morfológica envolve um rearranjo do citoesqueleto celular, 

mecanismo envolvido na migração e atividade celular induzida por processos 

inflamatórios (Lasunskaia et al., 2006). O aumento do espraiamento causado por 

LPS já é conhecido (Wenzel et al., 2011), porém não foi anteriormente descrito 

utilizando o zimosan. As alterações morfológicas não ocorreram ao avaliarmos 

os animais separadamente, quando a morfologia dos MA do animal saudável 
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diferiram da dos MSP do mesmo animal ou ainda MA e MSP dos animais 

asmáticos.  

Os resultados gerais demonstraram que o zimosan foi capaz de induzir 

ativação dos MA e MSP, demonstrada pelo aumento da área e do espraiamento 

celular, ambos envolvidos no processo de adesão e fagocitose. Houve ainda um 

aumento significativo nas dimensões (largura e comprimento) das células 

desafiadas pelo zimosan, quando comparados aos outros grupos.  

É importante ressaltar que existe a possibilidade de que as alterações 

sejam dose-dependentes. No entanto o foco do presente trabalho foi avaliar a 

eficiência do zimosan para causar alterações morfológicas nos MA e MSP, 

usando a metade da dose referenciada por Camp e colaboradores (1982) em 

experimentos de quimiotaxia em células inflamatórias de equinos. Desta forma, 

a dose proposta pelo estudo se mostrou efetiva. 

CONCLUSÃO 

A utilização de diferentes agentes indutores de inflamação em estudos da 

asma in vitro podem ajudar a compreender as diversas respostas à doença e 

escolhas terapêuticas. Neste contexto, o zimosan pode ser uma alternativa já 

que foi capaz de promover a ativação de MA e MSP demonstrada por alterações 

morfológicas envolvidas na adesão e fagocitose executadas por estas células  

REFERÊNCIAS 

Bond S, Léguillette R, Richard EA, Couetil L, Lavoie JP, Martin JG and Pirie RS. Equine 

asthma: Integrative biologic relevance of a recently proposed nomenclature. Journal of 

veterinary internal medicine. 2018; 32(6), 2088-2098. 

Calzetta L, Rogliani P, Pistocchini E, Mattei M, Cito G, Alfonsi P, Page C and Matera 

MG. Effect of lipopolysaccharide on the responsiveness of equine bronchial tissue. 

Pulmonary pharmacology & therapeutics. 2018; 49, 88-94. 



46 

 

Camp CJ and Leid RW. Chemotaxis of radiolabeled equine neutrophils. American journal 

of veterinary research. 1982; 43(3), 397-401. 

Couëtil LL, Cardwell JM, Gerber V, Lavoie JP, Léguillette R and Richard EA. 

Inflammatory airway disease of horses—revised consensus statement. Journal of 

veterinary internal medicine. 2016; 30(2), 503-515. 

Cowell RL and Tyler RD. Diagnostic cytology and hematology of the horse. Elsevier 

Health Sciences.2001. 

Dyrynda EA, Pipe RK, Burt GR and Ratcliffe NA. Modulations in the immune defences 

of mussels (Mytilus edulis) from contaminated sites in the UK. Aquatic Toxicology. 1998; 

42(3), 169-185. 

Du C, Liu HF, Lin YZ, Wang XF, Ma J, Li YJ, Wang X and Zhou, JH. Proteomic alteration 

of equine monocyte‐derived macrophages infected with equine infectious anemia virus. 

Proteomics. 2015; 15(11), 1843-1858. 

Guerra ES, Lee CK, Specht CA, Yadav B, Huang H, Akalin A and Levitz SM. Central 

role of IL-23 and IL-17 producing eosinophils as immunomodulatory effector cells in 

acute pulmonary aspergillosis and allergic asthma. PLoS pathogens. 2017; 13(1), 

e1006175. 

Hoffman AM. Bronchoalveolar lavage: sampling technique and guidelines for cytologic 

preparation and interpretation. Veterinary Clinics of North America: Equine Practice. 

2008; 24(2), 423-435. 

Ivester KM, Couëtil LL and Zimmerman NJ. Investigating the link between particulate 

exposure and airway inflammation in the horse. Journal of veterinary internal medicine. 

2014; 28(6), 1653-1665. 

Kutasi O, Balogh N, Lajos Z, Nagy K, Szenci O. Diagnostic approaches for the 

assessment of equine chronic pulmonary disorders. Journal of Equine Veterinary 

Science. 2011; 31(7):400-10. 

Laan TT, Bull S, Pirie RS and Fink-Gremmels J. Evaluation of cytokine production by 

equine alveolar macrophages exposed to lipopolysaccharide, Aspergillus fumigatus, and 



47 

 

a suspension of hay dust. American journal of veterinary research. 2005; 66(9), 1584-

1589. 

Lasunskaia EB, Campos MN, Andrade MR, DaMatta RA, Kipnis TL, Einicker‐Lamas M 

and Da Silva WD. Mycobacteria directly induce cytoskeletal rearrangements for 

macrophage spreading and polarization through TLR2‐dependent PI3K signaling. 

Journal of leukocyte biology. 2006; 80(6), 1480-1490. 

Lohmann KL. Response of Equine Monocytes to Lipopolysaccharide from Enteric and 

Non-enteric Bacteria: Efficacy and Receptor Specificity. Doctoral dissertation, University 

of Georgia. 2004. 

Michelotto JrPV, Muehlmann LA, Zanatta AL, Bieberbach EWR, Fernandes LC and 

Nishiyama A. Platelet‐activating factor and evidence of oxidative stress in the 

bronchoalveolar fluid of Thoroughbred colts during race training. Journal of veterinary 

internal medicine. 2010; 24(2), 414-419. 

Mobasseri R, Tian L, Soleimani M, Ramakrishna S and Naderi-Manesh H. Bio-active 

molecules modified surfaces enhanced mesenchymal stem cell adhesion and 

proliferation. Biochemical and biophysical research communications. 2017; 483(1), 312-

317. 

Moore BD, Balasuriya UB, Watson JL, Bosio CM, MacKay RJ and MacLachlan NJ. 

Virulent and avirulent strains of equine arteritis virus induce different quantities of TNF-

α and other proinflammatory cytokines in alveolar and blood-derived equine 

macrophages. Virology. 2003; 314(2), 662-670. 

Muehlmann LA, Michelotto JrPV, Nunes EA, Grando FCC, da Silva FT and Nishiyama 

A. PAF increases phagocytic capacity and superoxide anion production in equine 

alveolar macrophages and blood neutrophils. Research in veterinary science. 2012; 

93(1), 393-397. 



48 

 

Raabe MR, Issel CJ and Montelaro RC. Equine monocyte-derived macrophage cultures 

and their applications for infectivity and neutralization studies of equine infectious anemia 

virus. Journal of virological methods. 1998; 71(1), 87-104. 

Sato M, Sano H, Iwaki D, Kudo K, Konishi M, Takahashi H, Imaizumi H, Asai Y and 

Kuroki Y. Direct binding of Toll-like receptor 2 to zymosan, and zymosan-induced NF-κB 

activation and TNF-α secretion are down-regulated by lung collectin surfactant protein 

A. The Journal of Immunology. 2003; 171(1), 417-425. 

Tesarowski DB, Viel L and McDonell WN. Pulmonary function measurements during 

repeated environmental challenge of horses with recurrent airway obstruction (heaves). 

American journal of veterinary research. 1996; 57(8), 1214-1219. 

Waldschmidt I, Pirottin D, Art T, Audigié F, Bureau F, Tosi I, El Abbas S, Farnir F, Richard 

E and Dupuis MC. Experimental model of equine alveolar macrophage stimulation with 

TLR ligands. Veterinary immunology and immunopathology. 2013; 155(1-2), 30-37. 

Zhou L, Somasundaram R, Nederhof RF, Dijkstra G, Faber KN, Peppelenbosch MP and 

Fuhler GM. Impact of human granulocyte and monocyte isolation procedures on 

functional studies. Clinic Vaccine Immunology. 2012; 19(7), 1065-1074. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

 CAPÍTULO 3  

Artigo: COMPARAÇÃO ENTRE A AÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES E 

CÉLULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS DERIVADAS DE MEDULA ÓSSEA 

SOBRE MACRÓFAGOS ALVEOLARES DE EQUINOS COM ASMA 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: A asma equina é uma inflamação crônica reversível bastante 

debilitante e embora os tratamentos controlem a inflamação a enfermidade 

permanece sem cura. OBJETIVO: Comparar a ação de células mononucleares 

autólogas e células estromais mesenquimais alogênicas, ambas derivadas de 

medula óssea, sobre macrófagos alveolares (MA) de equinos asmáticos. 

MATERIAL E MÉTODOS: Cinco cavalos, com histórico de tosse e dificuldade 

respiratória tiveram o LBA colhido para o isolamento de MA desafiados com 

lipopolissacarídeo Escherichia coli (LPS) e Zimosan (ZIM - Zymosan A from 

Saccharomyces), tratados com dexametasona (5μM), células mononucleares 

derivadas de medula óssea (MNDMO - 1x106células/mL) e células estromais 

mesenquimais (EMDMO - 1x106células/mL). Foram avaliadas as atividades de 

adesão e fagocitose, concentração de nitritos, proteínas totais e interleucinas 1β 

(IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α). RESULTADOS: Todos os animais 

apresentaram fenótipo de asma. A dexametasona reduziu fagocitose e 

MA+DEXA (p=0,0317), MA+LPS+DEXA (p=0,0159) e MA+ZIM+DEXA 

(p=0,0079) em relação aos MA. A concentração de proteínas foi maior nos 

grupos tratados com terapia celular MA+LPS+MNDMO (p=0,0317), 

MA+ZIM+MNDMO (p=0,0159), MA+LPS+EMDMO (p=0,0079) e 

MA+ZIM+EMDMO (p=0,0079) em relação aos MA. Houve redução da secreção 

de IL 1β em MA+DEXA (p=0,0317), MA+LPS+DEXA (p=0,0159) e 

MA+ZIM+DEXA (p=0,0159) em relação as MA. A concentração de TNFα reduziu 

em todos os tratamentos mas foi significativo apenas em MA+DEXA (p=0,0317), 

MA+LPS+DEXA (p=0,0317) e MA+ZIM+DEXA (p=0,0079) em relação as MA. 

CONCLUSÃO: Os efeitos da terapia celular sobre os MA de cavalos asmáticos 

foram benéficos. Houveram diferenças em algumas respostas entre LPS e ZIM 

e MNDMO e EMDMO. 

Palavras chave: asma equina, terapia celular, macrófagos alveolares 
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INTRODUÇÃO 

A asma equina, assim como a asma humana, é uma inflamação crônica 

reversível das vias aéreas que pode ser bastante debilitante, caracterizada por 

broncoconstrição, dispneia e produção de muco (Fillion-Bertrand et al., 2019). 

Enquanto a forma leve da enfermidade é associada a cavalos jovens, a forma 

grave é associada a cavalos mais velhos (acima de 7 anos de idade), mas ambas 

podem ser desencadeadas pela constante exposição à poeira, fungos e 

bactérias, podendo ou não estar associada às pastagens (Bond et al., 2018).  

Animais com asma leve podem ou não apresentar sinais clínicos, e 

quando ocorrem, normalmente são exacerbados durante ou logo após o 

exercício como tosse, cansaço e dispneia (Couëtil et al., 2016). Já os sinais 

clínicos apresentados por animais com asma grave costumam ser mais 

evidentes, envolvendo a presença de tosse espontânea, dispneia em repouso, 

intolerância ao exercício e presença da linha de esforço abdominal, que surge 

devido ao esforço expiratório (Kutasi et al., 2011).  

A asma pode ser de fundo alérgico ou inflamatório e essa diferença está 

relacionada com o tipo de agente causal e com a ação imunológica frente ao 

agente (Froidure et al., 2015). A resposta à asma está associada a células 

dendríticas, eosinófilos, linfócitos, neutrófilos e macrófagos (Kim et al., 2010). 

Os macrófagos alveolares (MA), células de defesa residentes nos 

pulmões, são capazes de reconhecer antígenos pelo intermédio de receptores 

toll-like (TLRs) (Laan et al., 2006). Após o reconhecimento, os macrófagos 

liberam interleucinas capazes de atrair outros leucócitos, dentre eles novos 

macrófagos e linfócitos, que se diferenciam em T auxiliares ou helpers (Th) tipo 

1 ou 2 dependendo do perfil de interleucinas secretadas (Ferraz et al., 2015). 
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Na asma alérgica há resposta tipo Th2, com liberação de IgE, influxo de 

mastócitos e recrutamento de eosinófilos (Froidure et al., 2015), enquanto na 

asma não alérgica não há liberação significativa de IgE, mas ocorre um aumento 

dos níveis de IL-17 e o recrutamento de neutrófilos (Raedler et al., 2015).  

As vias de ativação da asma equina nem sempre apresentam uma 

resposta Th1 ou Th2 bem estabelecida (Lavoie-Lamoureux et al., 2010; Tessier 

et al. 2018) e é possível que isso esteja relacionado ao tipo de antígeno e as vias 

de ativação desencadeadas. O reconhecimento do polissacarídeo derivado de 

fungo (zimosan) por exemplo, em geral é feita por TLRs2 e TLRs6, enquanto o 

reconhecimento de lipopolissacarídeos (LPS) bacterias gram-negativas ocorre 

por TLRs4 (Ferraz et al., 2015). Como a antígeno é capaz de influenciar as vias 

de ativação, é possível que influencie também na forma de apresentação da 

doença e na resposta terapêutica. 

O diagnóstico definitivo baseia-se em sinais clínicos, endoscopia 

respiratória e coleta de lavado broncoalveolar (LBA), onde há o aumento do 

número de neutrófilos (Hoffman 2008), variando entre 5% e 20% na asma leve 

e mais de 25% na asma grave (Couëtil et al., 2016). 

Embora os tratamentos convencionais, a base de corticosteroides, 

controlem a inflamação, podem causar efeitos adversos (Dauvillier et al., 2011), 

além disso a enfermidade permanece sem cura. Em humanos, há dados claros 

sobre pacientes refratários aos tratamentos (Hekking et al., 2015), o que não 

está bem estabelecido, mas também pode ocorrer em equinos. Assim, a terapia 

celular foi a opção escolhida por este grupo, pelos bons resultados terapêuticos 

em vários espectros da ciência.  
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As células mononucleares derivadas de medula óssea (MNDMO) se 

mostraram eficazes no tratamento da asma em equinos (Barussi et al., 2016), 

enquanto as células estromais mesenquimais derivadas de medula óssea 

(EMDMO) se mostraram eficazes em outros modelos de asma (Du et al., 2018; 

Firinci et al., 2011). 

As EMDMO são potentes imunomoduladoras, promovendo liberação de 

citocinas e ativação do sistema imunológico (Cruz et al. 2012). A manipulação 

de células MNDMO é mais rápida e menos custosa quando comparada a de 

células EMDMO, uma vez que não exige cultivo. 

Assim, este grupo buscou compreender de que forma a terapia com 

MNDMO e EMDMO pode interferir em algumas atividades desempenhadas 

pelos macrófagos alveolares (MA) de cavalos asmáticos, desafiados in vitro com 

diferentes antígenos. 

OBJETIVO 

Comparar a ação de células mononucleares autólogas e células estromais 

mesenquimais alogênicas, ambas derivadas de medula óssea, sobre 

macrófagos alveolares de equinos asmáticos desafiados in vitro com fragmentos 

de fungos e bactérias. 

ASPECTOS ÉTICOS 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, sob os números 788 e 1038. 

DELINEAMENTO DO ESTUDO 

O estudo avaliou a ação de células MNDMO e EMDMO, sobre MA 

desafiados com lipopolissacarídeo Escherichia coli (LPS) e Zimosan (ZIM - 

Zymosan A from Saccharomyces).  
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Foram usadas EMDMO provenientes de um único cavalo, doador 

saudável, que foram cultivadas e congeladas em estudo conduzido no ano de 

2015. Cinco cavalos, com histórico de tosse, os quais também tinham medula 

óssea (MO) coletada no mesmo ano e a fração mononuclear estava devidamente 

separada e criopreservada a -192 °C desde 2015 (Bastos et al., 2017-b), tiveram 

o LBA colhido nos meses de outubro, novembro e dezembro de 2018. O LBA foi 

utilizado para a avaliação citológica diferencial e para o isolamento de MA a 

serem utilizados nos ensaios em presença de LPS e ZIM (figura 01). O tampão 

fosfato-salino (PBS) foi usado como controle tanto para o desafio celular quanto 

para o tratamento. 

Após isolados os MA, estes foram desafiados com LPS e ZIM por 60 

minutos e posteriormente tratados com MNDMO, EMDMO e dexametasona, 

sendo posteriormente avaliados com relação à atividade em ensaios de adesão 

e fagocitose, e o sobrenadante dos poços avaliados foi utilizado para a dosagem 

de nitritos, dosagem de proteínas totais, dosagem de interleucinas IL1β (IL-1β) 

e fator de necrose tumoral α (TNF-α). 

Figura 01 – Linha do tempo do estudo. Ilustração da realização dos ensaios realizados. 
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ANIMAIS  

Foram estudados cinco cavalos, sem raça definida, duas fêmeas e três 

machos, pesando entre 350kg e 500kg e com idade entre 9 e 30 anos, do plantel 

de equinos da Unidade Hospitalar de Equinos – UHE da Fazenda Experimental 

Gralha Azul da PUCPR, localizada no município de Fazenda Rio Grande – PR, 

cavalos entre os meses de outubro e dezembro de 2018. Todos cavalos tinham 

queixa de tosse e três deles tinham histórico de asma grave.  

Todos os cavalos eram mantidos à pasto, com livre acesso à água e 

recebiam feno a vontade e ração peletizada duas vezes ao dia. Eram vacinados 

contra tétano, raiva, influenza equina, Herpes vírus 1 e 4 e encefalomielite 

equina. 

EXAME CLÍNICO DOS ANIMAIS  

O exame clínico iniciou com o histórico de cada animal, seguindo de 

exame físico, com inspeção, ausculta cardíaca e respiratória e aferição da 

temperatura retal. Todos os animais do estudo foram pontuados segundo o 

escore desenvolvido por Tesarowski et al. (1996). Foram considerados animais 

com o fenótipo da asma grave, que são equinos que apresentaram expiração 

abdominal prolongada, tosse com ou sem presença de muco nasal e sem febre 

concomitante (Kutasi et al., 2011), pontuação acima de 6 no escore clínico 

conforme Tesarowskiet al. (1996) e neutrofilia ≥25% no LBA (Couëtil et al., 2016). 

COLETA DE MEDULA ÓSSEA, ISOLAMENTO E PROCESSAMENTO DAS 

CÉLULAS DERIVADAS DE MEDULA ÓSSEA 

A coleta de MO, bem como o isolamento e processamento das MNDMO 

foram executados em 2015 conforme descrito por Barussi e colaboradores 
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(2016). As MNDMO foram criopreservadas em nitrogênio líquido a -192 °C por 

aproximadamente 3 anos, descongeladas em 2018 para o presente estudo. 

As EMDMO foram obtidas através do cultivo de MNDMO de um equino 

saudável e previamente coletadas e criopreservadas por aproximadamente 3 

anos. As MNDMO foram plaqueadas em garrafas de cultivo de 75cm², com filtro, 

em uma quantidade 1x106células diluídas em 8mL de IMDM (Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium - Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, Estados Unidos) e 2mL 

de Soro Fetal Bovino (SFB), colocadas em estufa a 37°C e 5% de CO₂, onde 

permaneceram até atingir de 90 a 100% de confluência e assim foram passadas 

para novas garrafas de cultivo até atingir a terceira passagem (P3).  

Para a realização das passagens, as células foram lavadas duas vezes 

com 8mL de PBS e em seguida passaram por dissociação enzimática com 5mL 

de tripsina (Trypsin-EDTA -0.25%-, phenol red - Thermo Fisher Scientific – 

Estados Unidos) por 4 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO₂, após a tripsina, 

foram adicionados 2mL de SFB em cada garrafa, o conteúdo da garrafa foi 

retirado com pipeta e centrifugado a 400g por 10 minutos com 9 de freio e 9 de 

aceleração. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o botão de células 

resultante foi diluído em 2mL de IMDM. As células foram contadas em câmara 

de Neubauer a partir do quadrante central maior foram contadas todas as células 

dos 25 quadrantes menores, posteriormente multiplicadas pelo volume da 

câmara (10μL) e pela diluição das amostras (5000μL) e a viabilidade das células 

foi verificada através da coloração das células com azul de Tripan, na proporção 

de 5 partes de células para 1 de azul de Tripan, colocadas na câmara de 

Naubauer e contadas da mesma forma que a contagem total, onde as células 

mortas ficam coradas em azul e as células vivas não. Após a realização da 
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contagem total e viabilidade, as células foram plaqueadas até chegar em 

passagem desejada.  

A partir de P3 as células foram retiradas das garrafas da mesma forma 

realizada anteriormente, ressuspendidas para contagem e congeladas em 

criotubos em quantidades variadas entre 3 e 10x106 EMDMO por criotubo. O 

meio de congelamento era constituído de 20% SFB, 20% dimetilsulfóxido 

(DMSO) e 60% de IMDM. As células foram ressuspendidas no meio de 

congelamento em banho de gelo. Armazenado em criotubos acondicionados a -

80°C por 24 horas e depois transferidos para o nitrogênio líquido a -192 ºC até o 

momento da realização dos ensaios. 

COLETA E PROCESSAMENTO DE LBA 

Os cavalos foram mantidos em jejum por no mínimo seis horas 

antecedentes à coleta. A sedação com cloridrato de detomidina intravenosa (IV) 

(Eqdomin, 0,02mg/kg, Ourofino, São Paulo, Brasil) e cloridato de petidina IV 

(Dolosal, Cristália, São Paulo, Brasil).  

A coleta do fluido do LBA foi realizada com uma sonda flexível de silicone 

marca Cook (V-PBAL-300, Cook Vet Products, Hamburg, Alemanha), de 300 cm 

de comprimento e 8 mm de diâmetro. Esta foi introduzido via nasotraqueal até 

se alojar em um brônquio, quando o cuff na extremidade distal foi inflado com 

10mL de ar. Utilizou-se 500mL de solução salina de cloreto de sódio 0,9% estéril 

pré-aquecida a 37°C (Hoffman, 2008), infundidos em alíquotas de 125mL e 

aspirados após cada alíquota. O material recolhido ficou acondicionado em gelo 

em tubos para centrífuga estéreis de 50mL até a chegada ao laboratório, para o 

processamento, cerca de duas horas após a coleta. 
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No laboratório, o fluido do LBA foi centrifugado a 340 g por seis minutos, 

a 4°C (Michelotto et al., 2010-b) e o botão de células obtido foi ressuspendido no 

próprio sobrenadante. A contagem do número total de células nucleadas foi 

realizada na câmara de Neubauer, a partir do quadrante central maior foram 

contadas todas as células dos 25 quadrantes menores, posteriormente 

multiplicadas pelo volume da câmara (10μL) e pela diluição das amostras 

(5000μL) e a viabilidade das células foi verificada através da coloração das 

células com azul de Tripan, na proporção de 5 partes de células para 1 de azul 

de Tripan, colocadas na câmara de Neubauer e contadas da mesma forma que 

a contagem total, onde as células não viáveis ficam coradas em azul e as células 

viáveis não. 

A partir do botão de células de células, empregou-se 10 µL para a 

confecção de lâminas para a avaliação citológica, que foram coradas com a 

técnica de Romanowski (Panótico Rápido, Laborclin, Paraná, Brasil) para 

contagem diferencial das células em aumento de 1000X (Olympus Cx31 trino). 

Duas alíquotas de 2mL do sobrenadante do fluido do LBA foram separadas na 

fase de centrifugação e congeladas a -20°C para análises futuras. 

ISOLAMENTO DAS CÉLULAS DO LAVADO BRONCOALVEOLAR 

 Após a contagem do número total de células obtidas no LBA, a suspensão 

celular foi ajustada para a concentração de 5x106 células viáveis/mL. Foram 

plaqueados 100μL da suspensão ajustada em poços de uma microplaca de 96 

poços, em triplicata para cada ensaio a ser realizado. A placa foi incubada por 

30 minutos a 37°C, adaptado de Michelotto et al. (2010-b), favorecendo a adesão 

dos MA ao plástico. 
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DESAFIO CELULAR 

Decorridos o isolamento e adesão dos MA, as células foram desafiadas 

acrescentando 50μl/poço de indutores inflamatórios: lipopolissacarídeo de 

Escherichia coli (LPS – Lipopolysaccharides from Escherichia coli O111:B4 – 

Sigma Aldrich, Estados Unidos) na concentração de 100ng/mL (adaptado de 

Lohmann 2004) e Zimosan (ZIM - Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae- 

Sigma-Aldrich, Estados Unidos), na concentração de 100mg/mL (adaptado de 

Camp et al., 1982). As placas foram incubadas por 60 minutos em estufa a 37°C, 

em seguida procederam-se os tratamentos. 

TRATAMENTOS 

 Os tratamentos testados foram: dexametasona injetável (DEXA- 0,5μM) 

(Déxium® - Chemitec, São Paulo, Brasil), células mononucleares derivadas de 

medula óssea autólogas (MNDMO – 1x106células/mL), células estromais 

mesenquimais derivadas de medula óssea alogênicas 

(EMDMO1x106células/mL). Os tratamentos foram plaqueados em uma 

quantidade de 100μl por poço e as placas permaneceram incubadas por 60 

minutos em estufa a 37°C. Após esse período, o sobrenadante foi coletado com 

micropipeta, armazenado em microtubos e congelado a -20°C para posterior 

análise de IL1β e TNFα. 

ADESÃO DO MACRÓFAGO ALVEOLAR 

 Após a retirada do sobrenadante da placa, os poços foram lavados duas 

vezes com PBS e as células aderentes foram então fixadas com metanol 50% 

por 10 minutos em temperatura ambiente.  

 Após este período, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 100µL de 

corante de Giemsa a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, Estados Unidos) 
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a cada poço por 40 minutos em temperatura ambiente. Os poços foram 

novamente lavados duas vezes com PBS e adicionou-se 200 µL de metanol 

50%. Após 30 minutos, a solução resultante teve sua absorbância lida em 

espectrofotômetro com comprimento de onda correspondente a 550nm 

(Versamax – Microplat reader – Molecular devices – San Jose, CA - USA). Esse 

ensaio foi adaptado da técnica de Rosen e Gordon (1987). 

ATIVIDADE FAGOCITÁRIA DO MACRÓFAGO ALVEOLAR 

Após as placas com macrófagos terem seus poços lavados duas vezes com 

PBS, como no ensaio acima, adicionou-se a cada poço 100µL de PBS e 20µL de 

zimosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) corado com vermelho 

neutro (6,7mg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) e incubados 

em estufa a 37°C por 30 minutos.  

Após a retirada do sobrenadante, as células foram fixadas com solução 

de Baker (4% formaldeído, 2% cloreto de sódio, 1% acetato de cálcio, solução 

aquosa) por 30 minutos a 37°C. Em seguida, após descarte do sobrenadante, o 

corante vermelho neutro foi solubilizado com 200µL de solução de extração (10% 

ácido acético glacial, 40%etanol em solução aquosa) e incubado por 30 minutos. 

Após este período a absorbância foi mensurada a 550nm (Versamax – Microplat 

reader – Molecular devices – San Jose, CA - USA). Esse ensaio foi adaptado do 

método descrito por Dyrynda et al. (1998). 

 O resultado final da atividade fagocitária foi corrigido pela adesão dos 

macrófagos alveolares (fagocitose/adesão), para cada animal e a cada desafio 

e tratamento, obtendo assim a fagocitose relativa em cada desafio e tratamento. 
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CONCENTRAÇÃO DE NITRITOS 

A concentração de nitritos no LBA foi utilizada como indicador da 

produção de óxido nítrico na região broncoalveolar. 

Para esta análise foi utilizado o kit para determinação da concentração de 

nitritos (Griess Reagent Kit for Nitrite Determination -G-7921 - Thermo Fisher 

Science – San Francisco - USA). Em microplaca de 96 poços, adicionou-se 20 

µL de reagente de Griess, a 150 µL de amostra (sobrenadante obtido a partir dos 

poços dos grupos e tratamentos testados) e 130 µL de água deionizda. 

As placas foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente, em 

seguida lidas em absorbância de 548 nm utilizando-se um espectrofotômetro 

para microplacas (Versamax – Microplat reader – Molecular devices – San Jose, 

CA - USA). Os resultados foram expressos como absorbância a 548nm. 

COCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

Em microplaca de 96 poços, 250µL de reagente de Bradford (100mg de 

Coomassie Blue, 50mL de etanol 95% + 100mL de ácido fosfórico 85%, 

completar com água ultrapura para 1000mL) foi adicionado a 10µL de amostra 

(sobrenadante obtido a partir dos poços dos grupos e tratamentos testados). 

Nesta etapa, o corante Comassie é complexado por proteínas presentes na 

amostra, o que muda a sua cor. 

Após 5 minutos em temperatura ambiente, a absorbância foi mensurada 

a 595nm, utilizando-se um espectrofotômetro para microplacas (Versamax – 

Microplat reader – Molecular devices – San Jose, CA - USA). A concentração de 

proteínas foi determinada interpelando-se os valores de absorbância numa curva 

padrão resultante de concentrações conhecidas de albumina sérica bovina 
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(Sigma). Os resultados foram expressos como miligramas de proteínas por 

mililitro de LBA. 

ANÁLISE DE FATORES SOLÚVEIS  

 No ensaio de atividade fagocitária, foi realizada uma triplicata de cada 

amostra utilizando zimosan não corado com vermelho neutro para se congelar o 

sobrenadante dos poços após a incubação (Laan et al., 2005), que foi 

acondicionado em microtubos para centrífuga e congelado a -20°C para análises 

de (IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α).  

Para a mensuração das interleucinas, o sobrenadante dos poços foi 

descongelado à temperatura ambiente para uso em ensaios de dosagem de 

nitrito, proteínas, (IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α). 

A IL-1β foi dosada a partir de kit comercialmente disponível de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) para aIL1β de equinos (Equine IL1β/IL-1F2 DuoSet 

ELIS - R & D, Minnesota, Estados Unidos), enquanto o TNF-α foi dosado a partir 

do kit comercial para dosagem por ELISA de TNF-α de equinos (Equine TNF-

alpha DuoSet ELIS - R & D, Minnesota, Estados Unidos). 

O ensaio foi realizado de acordo com as instruções do fabricante e 

repetido em duplicata. A faixa de quantificação para a IL1β foi de 7,8 a 8000 

pg/mL, enquanto que para o TNF-α foi de 1,95 a 2000pg/mL. O ensaio foi 

efetuado em microplacas de 96 poços revestidas com anticorpos de captura de 

IL1β ou TNF-α equinos, e amostras ou padrões foram adicionados seguidos por 

anticorpos de detecção de IL1β ou TNF-α equinos. A estreptoavidina-HRP foi 

então adicionada, seguida por uma solução de substrato e uma solução de 

paragem. A densidade óptica foi determinada com um leitor de microplacas 

ajustado para 450nm (Versamax – Microplat reader – Molecular devices – San 
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Jose, CA - USA). Transformar os comprimentos de onda dos padrões ELISA em 

uma escala de valores e assim determinar a quantificação de cada amostra. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística incluiu comparações entre grupos e comparações 

entre tratamentos dentro de cada grupo. 

Para as análises quantitativas do estudo (adesão, fagocitose, nitrito, 

proteína e interleucinas), foi feita uma comparação de cinco tipos de equação da 

reta (linear, exponencial, logarítmica, potência e dose resposta) com o objetivo 

de encontrar a com maior acurácia e mais indicada para as mensurações. 

A partir da determinação da equação mais adequada, os valores foram 

submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de múltipla comparação 

de Dunn, e teste t de student comparandoos grupos nos mesmos momentos de 

avaliação. As diferenças foram consideradas significativas quando p <0,05. 

RESULTADOS  

Todos os animais apresentaram um ou mais sinais clínicos relacionados 

à asma, sendo dois deles correspondentes à asma moderada e três à asma 

grave (Tabela 1). Apenas os animais com asma leve tiveram a presença de 

eosinófilos acima do valor de referência para equinos saudáveis (1%) no LBA e 

dois animais com asma grave tiveram a presença de mastócitos dentro valor de 

referência para equinos saudáveis (até 2%). 
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Tabela 1 – Exame clínico de cavalos asmáticos. FC – frequência cardíaca; FR – frequência 

respiratória; TE – tosse espontânea; RT – reflexo de tosse; EE – esforço expiratório; EC – escore 

clínico; MO – macrófagos; LO – linfócitos; NO – neutrófilos; EO – eosinófilos; MAST – mastócitos; 

MN – multinucladas. 

 

CÉLULAS APLICADAS NOS ENSAIOS 

A viabilidade média das células MNDMO e EMDMO, usadas para tratar 

os MA desafiados foi 75,6% e 83,96%, respectivamente. A contagem de células 

totais (CCT) dos LBA coletados foi de 86,66 cel/μL (tabela 02).  

             
Tabela 2 – Resultados obtidos a partir do isolamento e cultivo das células usadas nos ensaios. 

MNDMO – células multinucleares derivadas de medula óssea; MSCDMO – células estromais 

mesenquimais; CCT do LBA – contagem de células totais do lavado broncoalveolar. 

 

DETERMINAÇÃO DA EQUAÇÃO DA RETA 

No presente estudo a equação da reta que demonstrou maior 

confiabilidade pelos parâmetros de coeficiente de determinação (R²) e teste de 

variabilidade (Qui²) foi a equação de dose resposta (tabela 03), onde o R² 
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apresentou valores acima de 99% de acurácia para todas as mensurações e Qui² 

apresentou variabilidade inferior a 0,022 para todas as mensurações. 

Tabela 03 –Valores para os parâmetros de confiabilidade estatística R² e Qui² de diferentes 

modelos de equação da reta. IL-1β – interleucina 1β; TNF-α – fator de necrose tumoral α; R² – 

coeficiente de determinação, onde 1 equivale a 100%, assim, valores mais próximos de 1 são 

mais confiáveis; Qui² – qui quadrado, afere a relação entre o resultado de um experimento e a 

distribuição esperada para o fenômeno, assim, quanto menor o valor menor é a variabilidade. 

 

ADESÃO E ATIVIDADE FAGOCITÁRIA DO MACRÓFAGO ALVEOLAR 

A atividade de adesão do macrófago alveolar não apresentou diferença 

entre os tipos de desafio, assim como não apresentou diferença entre os 

tratamentos (gráfico 01 – A). Já a atividade fagocitária (fagocitose relativa) 

apresentou uma redução significativa nos grupos MA+DEXA, MA+LPS+DEXA e 

MA+LPS+EMDMO (gráfico 01 – B).  

Gráfico 01 – Adesão e fagocitose celular. A - Adesão celular dos MA desafiados com LPS e ZIM 

e tratados com MNDMO e EMDMO; B - Atividade fagocitária dos MA desafiados com LPS e ZIM 

e tratados com MNDMO e EMDMO. 
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CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA E NITRITO  

A concentração de proteína apresentou um aumento significativo nos 

grupos MA+LPS+MNDMO, MA+ZIM+MNDMO, MA+LPS+EMDMO e 

MA+ZIM+EMDMO (gráfico 02 – A). Enquanto a concentração de nitrito não 

apresentou diferença entre os tipos de desafio, assim como não apresentou 

diferença entre os tratamentos (gráfico 02 – B). 

 Embora o aumento de proteína não tenha sido considerado significativo 

ele foi superior a 30% nos grupos tratados com MNDMO em relação aos MA e 

superior a 21% quando comparados com seus respectivos indutores 

inflamatórios (LPS e ZIM). Já os grupos tratados com EMDMO tiveram um 

aumento ainda maior, sendo superior a 40% em relação aos MA e superior a 

28% quando comparados com seus respectivos indutores (LPS e ZIM). 

Gráfico 02 – Dosagem de proteína e nitrito. A - Dosagem da concentração de proteína no 

sobrenadante dos poços com MA desafiados com LPS e ZIM, posteriormente tratados com 

MNDMO e EMDMO; B - Dosagem da concentração de nitrito no sobrenadante dos poços com 

MA desafiados com LPS e ZIM, posteriormente tratados com MNDMO e EMDMO. 

 

ANÁLISE DE FATORES SOLÚVEIS  

A concentração de IL-1β apresentou um aumento significativo nos grupos 

tratados com dexametasona (gráfico 03 – A). Da mesma forma a concentração 
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de TNF-α foi significativamente menor nos grupos tratados com dexametasona 

(gráfico 03 – B). 

Embora a redução de TNF-α não tenha sido considerada significativa, foi 

superior a 41% nos grupos tratados com MNDMO em relação aos MA e superior 

a 28% quando comparados com seus respectivos indutores inflamatórios (LPS 

e ZIM). Já os grupos tratados com EMDMO tiveram uma redução superior a 47% 

nos grupos tratados com MNDMO em relação aos MA e superior a 31% quando 

comparados com seus respectivos indutores inflamatórios (LPS e ZIM). 

 

Gráfico 03 – Dosagem de fatores solúveis. A - Dosagem da concentração IL-1β no sobrenadante 

dos poços com MA desafiados com LPS e ZIM, posteriormente tratados com MNDMO e EMDMO; 

B - Dosagem da concentração de TNFα no sobrenadante dos poços com MA desafiados com 

LPS e ZIM, posteriormente tratados com MNDMO e EMDMO. 

 

DISCUSSÃO  

Neste estudo todos os animais permaneceram soltos a pasto e 

apresentaram tosse e aumento de FR no período da primavera e início do verão, 

sinais que podem estar associados às pastagens. Embora a exposição aos 

aeroalérgenos seja considerada baixa a campo (Fillion-Bertrand et al., 2019), 

nos períodos de primavera e verão há um aumento de pólen de gramíneas e 

esporos de fungos (Ferrari et al., 2018). 
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Todos os animais apresentaram alterações no LBA  compatíveis com 

asma, sendo dois animais com asma leve com aumento de neutrófilos entre 5 e 

20% (Couëtil et al., 2016) e presença de eosinófilos 1% (Hoffman 2008) e três 

cavalos com asma grave, apresentando aumento acima de 25% de neutrófilos ( 

Couëtil et al., 2016)  dois deles com presença de mastócitos.  

O LBA de cavalos afetados pela asma equina associada às pastagens 

(AEAP)  demonstra aumento de interleucina 4 (IL-4), 13 (IL-13) e interferon-gama 

(IFNγ),  ausência de imunoglobulina E (IgE), presença de neutrófilos e linfócitos, 

enquanto eosinófilos são incomuns, o que corresponde a fenótipos de asma não 

alérgica (Ferrari et al., 2018), o que diferiu do LBA dos animais deste estudo. A 

presença de eosinófilos e mastócitos em geral está associada à asma alérgica 

(Bullone and Lavoie 2015) o que, embora incomum na AEAP pode surgir devido 

ao aumento de pólens e esporos aos quais os animais estão expostos durante 

os meses quentes, o que explicaria os achados neste estudo. 

A asma equina e a asma humana baseiam-se tanto em homologias 

epidemiológicas, clínicas e moleculares quanto nos fenótipos tardio, não 

alérgico, neutrofílico e grave (Ferrari et al., 2018), assim como também pode 

haver a sobreposição de fenótipos (Pirie et al., 2016), uma vez que é uma 

enfermidade multifatorial. Complexa e composta de inúmeras variáveis, a asma 

se divide em subgrupos dentro de cada fenótipo, chamados de endótipos, e o 

não entendimento destes, seus gatilhos e formas de apresentação, pode ser o 

maior obstáculo na compreensão de causas e tratamentos (Lötvall et al., 2011). 

Os antígenos que desencadeiam a asma podem ser reconhecidos por 

diferentes mecanismos, a exemplos disso estão os receptores toll-like (TLR) que 

ficam na membrana de células dendríticas, macrófagos e neutrófilos (Ferraz et 
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al., 2011). O LPS costuma ser reconhecido por TLR tipos 1,2 e 4, enquanto o 

ZIM pelos tipos 2 e 6 (Ferraz et al., 2011), mas a ativação de um único tipo de 

TLR pode levar ao aumento da expressão de outros tipos (Waldschmidt et al., 

2013). É possível portanto, que algumas respostas ou vias de ativação se 

assemelhem e/ou se diferenciem refletindo os distintos fenótipos ou endótipos 

da asma. 

Este trabalho estabeleceu uma comparação entre a ativação celular feita 

com LPS, agente bacteriano comumente empregado como indutor inflamatório 

e ZIM, agente fúngico frequentemente utilizado em diversos ensaios de atividade 

fagocitária, porém pouco usado em outros ensaios de ativação celular.  

Isso possibilitou comparar as respostas de MA de cavalos asmáticos 

frente a dois antígenos com diferentes vias de ativação. A morfologia dos MA 

diferiu quando desafiado por LPS e ZIM, assim como a atividade fagocitária 

induzida por LPS que foi reduzida ao receber dexametasona e células EMDMO 

mas se mostrou inalterada quando induzida por ZIM. No entanto, a secreção de 

TNFα se mostrou similar com ambos os agentes de indução, embora o resultado 

não tenha sido significativo. 

Além da utilização do zimosan como fator de inovação em ensaios de 

indução de inflamação em MA de cavalos asmáticos, as células usadas nos 

tratamentos propostos estavam criopreservadas por aproximadamente 3 anos, 

o que também não é comum em outros trabalhos. As células costumam ser 

processadas e usadas em um intervalo curto de tempo (Gupta et al., 2007) ou o 

mesmo não é detalhado (Braza et al., 2016). Mesmo após este longo período de 

criopreservação, a viabilidade das células MNDMO usadas nos ensaios foi em 

média 75,6%, e embora seja uma média inferior a relatada por Bastos e 
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colaboradores (2017-b) é considerada clinicamente viável por convenções da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). A viabilidade das EMDMO 

teve uma média de 83,96%, o que está dentro de valores encontrados por outros 

autores, que variou entre 80 e 90% (Bastos et al., 2017-b; Mitchell et al., 2015). 

É possível que a média de viabilidade das MNDMO seja menor porque 

elas são compostas por um pool de células do sistema fagocítário e apenas uma 

pequena fração é de células mesenquimais, que pode variar entre 0,001% e 

0,01% (Alves et al. 2009). 

A contagem total média de células do LBA foi de 371,81 cel/μL, média 

superior ao relatado pelo mesmo autor em outro trabalho que foi de 94,32cel/μL 

(Barussi et al., 2016). 

Após a execução dos ensaios que envolviam a leitura por 

espectofotometria, constatou-se que havia discrepância entre os valores de cada 

parâmetro avaliado, e ao tabelar as equações da reta sugeridas, verificou-se que 

a equação com maior precisão e menor erro era a equação dose-resposta. Desta 

forma optou-se por utilizá-la em todo o trabalho. 

Ao avaliar a adesão celular, não foi possível visualizar um padrão de 

comportamento nem entre os desafios nem entre os tratamentos. Embora as 

MNDMO tenham uma fração de células do sistema fagocitário, com capacidade 

de adesão, essa capacidade não se mostrou significativamente aumentada nos 

grupos tratados com MNDMO. As EMDMO também possuem capacidade de se 

aderirem ao plástico, embora o tempo para ensaios de adesão destas células 

não esteja bem estabelecido. Assim, os grupos tratados com EMDMO também 

não apresentaram alterações significativas. 
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A adesão dos macrófagos é essencial na migração celular, fagocitose e 

interação com outras células ou componentes da matriz conjuntiva, mas pode 

sofrer influência de fatores microambientais presentes nos tecidos, sendo 

modulada por substâncias que promovam a ativação celular (Carvalhal 2001). 

Sendo assim, é possível que trabalhos in ou ex vivo apresentem resultados 

diferentes.Além da adesão celular, os MA são especializados em fagocitose 

(Waldschmidt et al., 2013) e este processo é fundamental na depuração local, 

mas também pode desencadear respostas imunológicas exacerbadas em 

cavalos suscetíveis à asma. 

A dexametasona foi capaz de inibir a fagocitose nos MA e MA+LPS, da 

mesma forma que as EMDMO foram capazes de inibir a fagocitose nos MA 

desafiados com LPS, no entanto não foram capazes de inibi-la nos grupos 

desafiados por zimosan. Sabe-se que os corticoides afetam várias funções das 

células imunes, entre elas a adesão e a fagocitose, além disso foram capazes 

de induzir à apoptose de MA previamente ativados com LPS (Zeng et al., 2017). 

Isso pode explicar a redução da fagocitose em grupos controle (PBS) e 

desafiados com LPS tratados com dexametasona. A fagocitose não foi inibida 

nos grupos tratados com células MNDMO, possivelmente porque estas células 

tem um grande percentual de células fagocitárias.  

Ao realizar a fagocitose de um antígeno, ocorre a liberação de proteínas 

mediadoras da inflamação, desencadeando respostas imunológicas (Ainsworth 

et al., 2009). É possível que a concentração de proteínas nos grupos testados já 

seja elevada, devido ao quadro de asma em todos os animais. 

Ainda assim, a secreção de proteínas foi significativamente maior nos 

grupos tratados com MNDMO e EMDMO. Neste caso as MNDMO com uma 
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grande quantidade de células fagocitárias podem aumentar a secreção de 

proteínas pela fagocitose dos indutores inflamatórios e liberação de proteínas 

mediadoras de inflamação. Importante mencionar que a fagocitose demonstrada 

no presente estudo é a fagocitose relativa, ou seja, ela foi corrigida pela adesão, 

onde o resultado mostra a fagocitose por célula e não o quanto o grupo foi capaz 

de fagocitar. Assim a concentração de proteínas aumenta mesmo sem o 

aumento da atividade fagocitária pelo grupo tratado com MNDMO. 

Já o grupo tratado com células EMDMO apresentaram um aumento da 

concentração de proteínas possivelmente pelo efeito parácrino destas células, 

que são capazes de promover imunomodulação pela liberação de proteínas 

mediadoras de inflamação. A cocultura in vitro de células mesenquimais com 

macrófagos alveolares forneceu evidências de que o efeito antinflamatório de 

células mesenquimais era parácrino independente do contato celular (Gupta et 

al., 2007). As células mesenquimais atenuam a asma ao serem fagocitadas 

pelos macrófagos pulmonares, que por sua vez adquiriram um fenótipo de 

macrófagos tipo 2 (M2), estimulando um efeito antinflamatório local e a remissão 

da doença (Braza et al., 2016). 

O aumento da secreção de proteínas é um fator importante para entender 

a resposta à asma e aos seus agentes causais. As proteínas do LBA de cavalos 

saudáveis exercem uma regulação negativa da migração, quimiotaxia, 

disseminação celular, transmigração e infiltração, enquanto as de cavalos 

asmáticos facilitam uma liberação parcial da regulação negativa dessas funções 

(Bright et al., 2019). 

Além da secreção de mediadores inflamatórios, o sistema respiratório 

conta com a secreção de fatores antioxidantes, estes combatem a liberação de 
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radicais livres gerados pelo próprio processo respiratório e por processos 

inflamatórios (Michelotto et al., 2010-a). Embora o desafio de MA por LPS leve 

ao aumento da produção de nitrito (Borron et al., 2000), nem sempre é o que 

ocorre. O presente estudo corrobora com um estudo anterior em que a dosagem 

de nitrito produzida por macrófagos alveolares após a exposição ao LPS não 

apresentou aumento (Karagianni et al., 2013). 

Os macrófagos alveolares, assim como as células dendríticas influenciam 

a ação dos linfócitos T auxiliares (Ta) ou T helpers (Th), ativando células T naive    

induzindo sua diferenciação em Th1, Th2, Th17 e liberação de interleucinas 

(Bastos et al., 2017-a), da mesma forma influenciam a ação das células T 

reguladoras (Treg) (Holt and Strickland 2010). Pacientes asmáticos tem resposta 

predominante do tipo Th2 que podem promover ativação de linfócitos B e 

subsequente liberação de IgE (Holt and Strickland 2010). Em alguns casos, os 

pacientes podem ter uma resposta mista, com envolvimento de interleucinas de 

perfil Th1, como é o caso do TNFα (Genov and Solé., 2007), enquanto a IL-1 

pode estar presente tanto em Th1 quanto Th2 (Bastos et al., 2017-a), ambos 

proporcionam a quimiotaxia de outras células de defesa para o pulmão. 

No presente trabalho, todos os tratamentos foram capazes de reduzir a 

secreção de TNFα, sua concentração média após a indução foi superior a 

100pg/mL e após os tratamentos foi inferior a 50pg/mL, mas essa redução só foi 

significativa em grupos tratados com dexametasona. Pulmões de camundongos 

com deficiência de TNF-α foram menos propensos a serem lesados por após 

serem desafiados por LPS (Zeng et al., 2017). 

A média de TNFα encontrada no LBA de cavalos saudáveis foi menor que 

40pg/mL (Montgomery et al., 2018), similar aos níveis atingidos com os 
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tratamentos propostos por este estudo. No entanto, Montgomery e 

colaboradores (2018) encontraram uma média de inferior a 10pg/mL em cavalos 

com exacerbação da asma grave, ao contrário de  Laan e colaboradores (2005), 

que encontraram um aumento significativo de TNFα (concentração média cerca 

de 100pg/mL) ao desafiar macrófagos alveolares com o fungo Aspergilus 

fumigatus, no entanto não houve diferença significativa entre o grupo controle 

(PBS) e o desafiado por LPS. Assim, o presente estudo corrobora com os 

achados e Laan e colaboradores (2005). 

A concentração de IL1β também foi menor nos grupos tratados com 

dexametasona. Os antígenos usados para o desafio celular LPS ou zimosan não 

foram capazes de aumentar a concentração de IL1β e TNFα de forma 

significativa nas dosagens, nos tratamentos e nos tempos usados neste estudo. 

Embora não tenha havido diferença estatística significativa na produção 

de IL1β entre os desafios realizados neste trabalho, a média da concentração de 

IL1β encontrada nos grupos controle (PBS) e desafiados com LPS ficaram 

inferiores aos 50pg/mL, enquanto ao grupo induzido com zimosan a média da 

concentração de IL1β foi superior a 100pg/mL. Valores parecidos foram 

encontrados por Laan e colaboradores (2005) ao desafiar macrófagos alveolares 

com LPS e Aspergilus fumigatus, onde, segundo os autores houve diferença 

estatística significativa.  

É importante lembrar que as mensurações foram feitas em cavalos que já 

apresentavam fenótipos de asma, não havendo valores de referência bem 

estabelecidos para isso. É provável que interleucinas pró-inflamatórias já 

estejam em níveis mais elevados em cavalos asmáticos do que em cavalos 

saudáveis, assim como foi citado por Laan e colaboradores (2005). 
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A terapia celular tem a capacidade de promover efeitos que terapias 

convencionais não possuem como a imunomodulação, a reparação e a 

regeneração. Estes mecanismos podem ocorrer por proliferação celular, 

diferenciação celular, reorganização tecidual, e, especialmente efeitos 

parácrinos com a liberação de mediadores inflamatórios (Burk et al., 2013).  

O uso de células mesenquimais em modelo de asma inibiu a 

broncoconstrição, diminuiu a inflamação pulmonar, e, ao serem fagocitadas por 

MA, estes adquiriram um fenótipo supressor M2, que expressa mais interleucina 

10 (IL-10), considerada antinflamatória (Braza et al, 2016). Já administração de 

células mesenquimais reduziu a secreção de TNFα e aumentou a IL-10 no LBA 

de modelo de inflamação pulmonar, diminuiu a gravidade da lesão e melhorando 

a sobrevida em camundongos (Gupta et al., 2007). 

Embora haja muitos estudos envolvendo as terapias celulares, alguns 

deles como o anteriormente referido, sugestionam que talvez seja necessário 

utilizar mais de uma aplicação com possíveis ajustes de doses para que se 

chegue ao efeito desejado no uso da terapia celular. 

CONCLUSÃO 

A terapia celular apresentou vários pontos positivos neste estudo in vitro, 

não interferiu nos valores da fagocitose relativa, enquanto a dexametasona 

reduziu esta atividade, o que pode comprometer a depuração de partículas 

inaladas pelos animais. Possivelmente os grupos tratados com terapia celular 

apresentaram uma maior concentração de interleucinas, provavelmente 

antinflamatórias, uma vez que a concentração de proteínas foi maior nos grupos 

que receberam essa terapia e houve redução na secreção de TNFα.  
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Os efeitos da terapia celular sobre os MA de cavalos asmáticos foram 

benéficos, mas o presente trabalho houveram diferenças em algumas respostas 

que parecem estar mais ligadas aos antígenos LPS e ZIM do que aos tipos 

celulares MNDMO e EMDMO testados. 

Como enfermidade multifatorial, conhecer os fators que podem 

desencadear a asma bem como seus fenótipos e endótipos são de extrema 

importância, uma vez que podem interferir diretamente no sucesso da terapia 

dirigida à asma equina. 

Para que as respostas obtidas neste estudo sejam melhor elucidadas, 

ensaios complementares como proteômica e dosagem de outras interleucinas 

podem ser executados. De qualquer forma, a terapia celular segue 

demonstrando pontos positivos como a acentuação da comunicação celular, 

capacidade de modulação da resposta inflamatória e possivelmente a reversão 

de quadros que hoje ainda são considerados irreversíveis. 

REFERÊNCIAS 

Ainsworth DM, Matychak M, Reyner CL, Erb HN and Young JC. Effects of in vitro 

exposure to hay dust on the gene expression of chemokines and cell-surface receptors 

in primary bronchial epithelial cell cultures established from horses with chronic recurrent 

airway obstruction. American journal of veterinary research. 2009; 70(3), 365-372. 

Alves RDSA, Vianna FDAF, de Castro Pereira CA. Fenótipos clínicos de asma grave. 

Jornal Brasileiro de Pneumologia. 2009; 34:646-653. 

Barussi FC, Bastos FZ, Leite LM, Fragoso FY, Senegaglia AC, Brofman PR, Nishiyama 

A, Pimpão CT and Michelotto JrPV. Intratracheal therapy with autologous bone marrow-

derived mononuclear cells reduces airway inflammation in horses with recurrent airway 

obstruction. Respiratory physiology & neurobiology. 2016; 232, 35-42. 



76 

 

Bastos FZ, Barussi FCM, Pimpão CT and Michelotto JrPV. Mechanisms of equine 

recurrent airway obstruction: changes in understanding and management. Revista 

Acadêmica Ciência Animal. 2017-a; 15, 17-26. 

Bastos FZ, Barussi FC, Santi TF, Vieira BP, Senegaglia AC, Cruz FF and Michelotto 

JrPV. Collection, processing and freezing of equine bone marrow cells. Cryobiology. 

2017-b; 78, 95-100. 

Bond S, Léguillette R, Richard EA, Couetil L, Lavoie JP, Martin JG and Pirie RS. Equine 

asthma: Integrative biologic relevance of a recently proposed nomenclature. Journal of 

veterinary internal medicine. 2018; 32(6), 2088-2098. 

Borron P, McIntosh JC, Korfhagen TR, Whitsett JA, Taylor J and Wright JR. Surfactant-

associated protein A inhibits LPS-induced cytokine and nitric oxide production in vivo. 

American Journal of Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology. 2000; 278(4), 

L840-L847. 

Braza F, Dirou S, Forest V, Sauzeau V, Hassoun D, Chesné J, Muller MAC, Sagan C, 

Magnan A and Lemarchand P. Mesenchymal stem cells induce suppressive 

macrophages through phagocytosis in a mouse model of asthma. Stem Cells. 2016; 

34(7), 1836-1845. 

Bright LA, Dittmar W, Nanduri B, McCarthy FM, Mujahid N, Costa LR and Swiderski CE. 

Modeling the pasture-associated severe equine asthma bronchoalveolar lavage fluid 

proteome identifies molecular events mediating neutrophilic airway inflammation. 

Veterinary Medicine: Research and Reports. 2019; 10, 43. 

Bullone M and Lavoie JP. Asthma “of horses and men”—how can equine heaves help 

us better understand human asthma immunopathology and its functional 

consequences? Molecular immunology. 2015; 66(1), 97-105. 

Burk J, Badylak SF, Kelly J and Brehm W. Equine cellular therapy—from stall to bench 

to bedside? Cytometry Part A. 2013; 83(1), 103-113. 

Camp CJ and Leid RW. Chemotaxis of radiolabeled equine neutrophils. American journal 

of veterinary research. 1982; 43(3), 397-401. 



77 

 

Carvalhal DGF. Um ensaio de adesão otimizado para o estudo de interações entre 

macrófagos e tecido conjuntivo baseado no ensaio de Stamper-Woodruff. Doctoral 

dissertation.2001. 

Couëtil LL, Cardwell JM, Gerber V, Lavoie JP, Léguillette R and Richard EA. 

Inflammatory airway disease of horses—revised consensus statement. Journal of 

veterinary internal medicine. 2016; 30(2), 503-515. 

Cruz FF, Antunes MA, Abreu SC, Antunes MA, Fujisaki LC, Silva JD, Xisto DG and 

Rocco PR. Protective effects of bone marrow mononuclear cell therapy on lung and heart 

in an elastase-induced emphysema model. Respiratory Physiology & Neurobiology. 

2012;182:26-36. 

Dauvillier J, Felippe MJB, Lunn DP, Lavoie‐Lamoureux A, Leclere M, Beauchamp G and 

Lavoie JP. Effect of long‐term fluticasone treatment on immune function in horses with 

heaves. Journal of veterinary internal medicine. 2011; 25(3), 549-557. 

Dyrynda EA, Pipe RK, Burt GR and Ratcliffe NA. Modulations in the immune defences 

of mussels (Mytilus edulis) from contaminated sites in the UK. Aquatic Toxicology. 1998; 

42(3), 169-185. 

Du YM, Zhuansun YX, Chen R, Lin L, Lin Y and Li JG. Mesenchymal stem cell exosomes 

promote immunosuppression of regulatory T cells in asthma. Experimental cell research. 

2018; 363(1), 114-120. 

Ferrari CR, Cooley J, Mujahid N, Costa LR, Wills RW, Johnson ME and Swiderski CE. 

Horses with pasture asthma have airway remodeling that is characteristic of human 

asthma. Veterinary pathology. 2018; 55(1), 144-158. 

Ferraz EG, Silveira BBDBD, Sarmento VA and Santos JND. Receptores Toll-Like: 

ativação e regulação da resposta imune. RGO. Revista Gaúcha de Odontologia (Online). 

2011; 59(3), 483-490. 

Fillion-Bertrand G, Dickson RP, Boivin R, Lavoie JP, Huffnagle GB and Leclere M. Lung 

Microbiome Is Influenced by the Environment and Asthmatic Status in an Equine Model 



78 

 

of Asthma. American journal of respiratory cell and molecular biology. 2019; 60(2), 189-

197. 

Firinci F, Karaman M, Baran Y, Bagriyanik A, Ayyildiz ZA, Kiray M, Kozanoglu I, Yilmaz 

O, Uzuner N and Karaman O. Mesenchymal stem cells ameliorate the histopathological 

changes in a murine model of chronic asthma. International immunopharmacology. 

2011; 11(8), 1120-1126. 

Genov IR and Solé D. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e asma: metanálise é a 

saída? Revista Brasileira de alergia e imunopatologia. 2007; 30(1), 2-8. 

Gupta N, SuX, Popov B, Lee JW, Serikov V and Matthay MA. Intrapulmonary delivery of 

bone marrow-derived mesenchymal stem cells improves survival and attenuates 

endotoxin-induced acute lung injury in mice. The Journal of Immunology. 2007; 179(3), 

1855-1863.  

Hekking PPW, Wener RR, Amelink M, Zwinderman AH, Bouvy ML and Bel EH. The 

prevalence of severe refractory asthma. Journal of Allergy and Clinical Immunology. 

2015; 135(4), 896-902. 

Hoffman AM. Bronchoalveolar lavage: sampling technique and guidelines for cytologic 

preparation and interpretation. Veterinary Clinics of North America: Equine Practice. 

2008; 24(2), 423-435. 

Holt PG and Strickland DH. Interactions between innate and adaptive immunity in 

asthma pathogenesis: new perspectives from studies on acute exacerbations. Journal 

of Allergy and Clinical Immunology. 2010; 125(5), 963-972. 

Karagianni AE, Kapetanovic R, McGorum BC, Hume DA and Pirie SR. The equine 

alveolar macrophage: functional and phenotypic comparisons with peritoneal 

macrophages. Veterinary immunology and immunopathology. 2013; 155(4), 219-228. 

Kutasi O, Balogh N, Lajos Z, Nagy K, Szenci O. Diagnostic approaches for the 

assessment of equine chronic pulmonary disorders. Journal of Equine Veterinary 

Science. 2011; 31(7):400-10. 



79 

 

Laan TT, Bull S, Pirie RS and Fink-Gremmels J. Evaluation of cytokine production by 

equine alveolar macrophages exposed to lipopolysaccharide, Aspergillus fumigatus, and 

a suspension of hay dust. American journal of veterinary research. 2005; 66(9), 1584-

1589. 

Laan TT, Bull S, Pirie R and Fink‐Gremmels J. The role of alveolar macrophages in the 

pathogenesis of recurrent airway obstruction in horses. Journal of veterinary internal 

medicine. 2006; 20(1), 167-174. 

Lohmann KL. Response of Equine Monocytes to Lipopolysaccharide from Enteric and 

Non-enteric Bacteria: Efficacy and Receptor Specificity. Doctoral dissertation, University 

of Georgia. 2004. 

Lötvall J, Akdis CA, Bacharier LB, Bjermer L, Casale TB, Custovic A and Greenberger 

PA. Asthma endotypes: a new approach to classification of disease entities within the 

asthma syndrome. Journal of Allergy and Clinical Immunology. 2011; 127(2), 355-360. 

Michelotto JrPV. Efeitos do desafio ambiental e do exercício na funcionalidade dos 

macrófagos do lavado broncoalveolar de cavalo puro sangue inglês de corrida.  2010-a. 

Michelotto JrPV, Muehlmann LA, Zanatta AL, Bieberbach EWR, Fernandes LC and 

Nishiyama A. Platelet‐activating factor and evidence of oxidative stress in the 

bronchoalveolar fluid of Thoroughbred colts during race training. Journal of veterinary 

internal medicine. 2010-b; 24(2), 414-419. 

Mitchell A, Rivas KA, Smith R and Watts AE. Cryopreservation of equine mesenchymal 

stem cells in 95% autologous serum and 5% DMSO does not alter post-thaw growth or 

morphology in vitro compared to fetal bovine serum or allogeneic serum at 20 or 95% 

and DMSO at 10 or 5%. Stem cell research & therapy. 2015; 6(1), 231. 

Montgomery JB, Husulak ML, Kosolofski H, Dos Santos S, Burgess H and Meachem 

MD. Tumor necrosis factor-alpha protein concentrations in bronchoalveolar lavage fluid 

from healthy horses and horses with severe equine asthma. Veterinary immunology and 

immunopathology. 2018; 202, 70-73. 



80 

 

Pirie RS, Couëtil LL, Robinson NE and Lavoie JP. Equine asthma: an appropriate, 

translational and comprehendible terminology? Equine veterinary journal. 2016; 48(4), 

403-405. 

Rosen HUGH and Gordon SIAMON. Monoclonal antibody to the murine type 3 

complement receptor inhibits adhesion of myelomonocytic cells in vitro and inflammatory 

cell recruitment in vivo. Journal of Experimental Medicine. 1987; 166(6), 1685-1701. 

Tesarowski DB, Viel L and McDonell WN. Pulmonary function measurements during 

repeated environmental challenge of horses with recurrent airway obstruction (heaves). 

American journal of veterinary research. 1996; 57(8), 1214-1219. 

Waldschmidt I, Pirottin D, Art T, Audigié F, Bureau F, Tosi I, El Abbas S, Farnir F, 

RichardE and Dupuis MC. Experimental model of equine alveolar macrophage 

stimulation with TLR ligands. Veterinary immunology and immunopathology. 2013; 

155(1-2), 30-37. 

Zeng S, Qiao H, Lv XW, Fan D, Liu T and Xie D. High-dose dexamethasone induced 

LPS-stimulated rat alveolar macrophages apoptosis. Drug design, development and 

therapy. 2017; 11, 3097. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

 

CAPÍTULO 4 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Como modelo de asma, o cavalo nos possibilita estudar a enfermidade de 

maneira que os resultados podem ser entendidos como resultados para a 

medicina veterinária e extrapolados para a medicina humana. Desta forma pode 

ser útil para melhorar a qualidade de vida de pacientes que sofrem com esta 

enfermidade. 

A observação da expressão facial de cavalos asmáticos permitiu avaliar o 

desconforto destes animais através da HGS, muito embora ela tenha sido 

desenvolvida para avaliar a dor em equinos. Mas mesmo se mostrando eficaz 

para este fim, são necessários mais estudos com maior número de animais, pois 

ainda existem critérios de subjetividade (avaliador, temperamento animal, 

gravidade da doença) e variabilidade de sinais clínicos e tolerância a alterações 

fisiológicas causadas pela doença pelos animais. 

Pelo fato de não se saber ao certo qual é o gatilho da asma equina e de que 

forma este gatilho interfere na fisiopatologia da doença, um maior entendimento 

sobre os agentes de desafio celular, suas vias de ação e seus efeitos sobre os 

macrófagos alveolares poderia proporcionar um maior entendimento da asma 

como um todo, e assim também sobre a terapia mais adequada em cada tipo de 

asma. Deste modo também fica claro que são necessários mais estudos para 

detalhar os possíveis subtipos de asma e seus agentes causais, pois estes 

possivelmente podem interferir na resposta do sistema imunológico, quando 

conduzidos em diferentes vias de ativação. Essa variabilidade de causas e 

respostas pode interferir diretamente no sucesso da terapia celular dirigida à 

asma equina. 
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Existe um longo caminho a percorrer na determinação das causas da asma 

equina, seus efeitos, suas diferentes formas de apresentação e terapias mais 

adequadas. Além de visar a remissão da doença, a terapia celular traz uma 

perspectiva de reparação e regeneração tecidual. Da mesma forma, traz a 

possibilidade de uso de um dos quatro “Ps" da medicina, a “personalização” do 

tratamento, adequando a dose, o intervalo de aplicação e o monitoramento 

conforme a doença em cada indivíduo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 
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FICHA CLÍNICA DO SISTEMA RESPIRATÓRIO DE EQUINOS  
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FICHA DE ESCORE CLÍNICO DO SISTEMA RESPIRATÓRIO DE EQUINOS 

 

 


