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A dedicatdria deste trabalho é para todos os animais que de
alguma forma fizeram ou fazem parte da minha vida; Que me
ouvem mesmo sem me compreender, que me mostram sem
apontar, me dizem sem falar, e assim, me conduzem por

caminhos que muitas pessoas ndo seriam capazes.
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FORMATO DA DISSERTAGCAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introdugédo geral e os objetivos de estudo desta
dissertagdo.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura.

O capitulo 3 é constituido de um “short communication”, produzido a partir dos
pilotos do estudo, a ser submetido a publicagao.

O capitulo 4 ¢é constituido pelo principal artigo a ser submetido a publicacao.

O capitulo 5 finaliza esta dissertagdo com conclusdes gerais deste trabalho e
com sugestdes para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final da

dissertacao.



RESUMO GERAL

Doencas inflamatoérias das vias aéreas sao de alta importancia na clinica equina,
especialmente em animais atletas. A obstrugao recorrente das vias aéreas (ORVA) é
uma enfermidade crénica dos equinos estabulados por longos periodos, que se
manifesta por dispneia, intolerdncia ao exercicio e esforgco abdominal expiratorio,
tosse e corrimento nasal. Este trabalho teve por objetivo avaliar a terapia celular
autdloga, utilizando a porcao de células mononucleares derivadas da medula 6ssea
(CMNDMO) dos animais com ORVA e comparar com a dexametasona usada
convencionalmente. A hipétese do presente estudo € de que o grupo tratado com
terapia celular autéloga por células mononucleares apresenta melhora equivalente ao
grupo tratado com dexametasona via oral, para equinos com ORVA. Foram
estudados treze equinos mesticos, de ambos os géneros, com idade média de 16,3
+ 2,2 anos e peso de 478,2Kg +15,8, com histérico de dispneia, os quais tiveram a
medula Ossea coletada a partir do esterno e a fragdo mononuclear isolada por
gradiente de densidade e posteriormente criopreservada a -192°C. A indugdo ao
quadro clinico foi procedida sacudindo feno préoximo as narinas por dois minutos ao
dia e revirando as camas 4 minutos por dia até o quadro desejado. Este foi
considerado adequado quando o0s equinos apresentaram expiragcao abdominal
prolongada, tosse, auséncia de febre e presenga de muco nasal, tendo neutrofilia
superior a 25% no lavado broncoalveolar (LBA) e escore clinico de no minimo 10
segundo Tesarowski et al. (1996). A perda amostral foi de cinco animais que nao
entraram no quadro desejado, restando oito animais, que foram divididos em dois
grupos, o controle positivo Gdex (n=4), que recebeu dexametasona por 21 dias
conforme De Luca et al. (2008) e, o Gcel (n=4) que recebeu uma unica instilagao
intratraqueal com 500x10° a 1x10° de CMNDMO. Tiveram a substitui¢do do feno e da
aveia por verde fresco e ragao peletizada. Durante o tratamento, os cavalos de ambos
os grupos foram reavaliados aos sete e 21 dias. A analise estatistica foi realizada por
analise de variancia (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de multipla
comparagao, e teste de Mann Whitney,e os valores sdo apresentados como média +
desvio padrdao da média (SD). Houve diminuigdo do esforgo respiratério nos dias 7 e
21 em relagao ao dia 0 para Gdex (p=0,005 e p=0,01, respectivamente) e para Gcel
(p=0,047 e p=0,004, respectivamente), e no escore de Tesarowski nos dias 7 e 21 em
relacdo ao dia 0 para Gdex (p=0,003 e p=0,015, respectivamente) e para Gcel
(p=0,006 e p=0,004, respectivamente). Houve declinio significativo do niumero de
neutréfilos nos dias 7 e 21 em relagdo ao dia 0 para Gdex(p=0,0007 e p=0,0001,
respectivamente) e para Gcel (p=0,06 e p=0,05 respectivamente).
Concomitantemente houve um aumento de macrofagos nos dias 7 e 21 em relagao
ao dia 0 para Gdex (p=0,001 e p=0,011, respectivamente) e para Gcel (p=0,039 e
p=0,056, respectivamente). No presente estudo, conclui-se que a instilacdo
intratraqueal com CMNDMO melhora o quadro inflamatério em cavalos com ORVA
mantidos estabulados, por um periodo de pelo menos 21 dias, igualmente a
dexametasona.

Palavras-chave:terapia celular, vias aéreas, cavalos, neutréfilo, macrofago alveolar,

célula-tronco.
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ABSTRACT

Inflammatory airways diseases are of high importance in equine practice, especially
in athletes horses. The recurrent airway obstruction (RAO) is a chronic disease of
horses stabled but may be associated with pastures. Is manifested by difficulty
breathing, exercise intolerance, abdominal expiratory effort, coughing and nasal
discharge, with mainly impact in athletes horses. This study aimed to evaluate the
autologous cell therapy using the portion of mononuclear bone marrow derived cells
(BMDMC) of animals with RAO and compared with dexamethasone used
conventionally. The hypothesis of this study is that cell therapy can interfere
beneficially in lung inflammation horses with RAO. Were used thirteen crossbred
horses, of both genders, with a mean age 16.3 £ 2.2 years and mean weight 15.8 £
478.2Kg, with a history of respiratory distress. Six of them had bone marrow collected
from the sternum and mononuclear fraction isolated by density gradient and frozen at
-192 ° C. The clinically was induced with hay near the nostrils shaken for two minutes
a day and their beds were overturned four minutes a day. The sample loss was five
animals that did not make the desired frame, leaving eight animals were divided into
two groups, the Gdex positive control (n = 4), where the animals received
dexamethasone for 21 days as De Luca et al. (2008), the Gcel (n = 4) where horses
received one intratracheal instillation with autologous mononuclear cells derived from
bone marrow. After induction, were considered in clinical score of RAO horses that
had prolonged abdominal breath, coughing and having nasal mucus, without fever,
neutrophilia with more than 25% in the BAL and clinical score of at least 10 seconds
Tesarowski et al. (1996). All animals had replace the hay and oats with fresh green
and pelleted feed. During the treatment the horses in both groups were assessed at 7
and 21 days. Statistical analysis was performed using analysis of variance (one-way
ANOVA) followed by Tukey's multiple comparison test and values are presented as
mean + SD. Happened to decreased of breathing effort on 7 and 21 in relation to day
0 for Gdex (p = 0.005 and p = 0.01 respectively) and Gcel (p = 0.047 and p = 0.004
respectively) and Tesarowski score on days 7 and 21 compared to day 0 to Gdex (p
= 0.003 and p = 0.015 respectively) and Gcel (p = 0.006 and p = 0.004
respectively).There was a significant decline in the number of neutrophils in 7 and 21
compared to day 0 to Gdex (p = 0.0007 and p = 0.0001 respectively) and Gcel (p =
0.06 and p = 0.05 respectively). At the same time an increase of macrophages on days
7 and 21 compared to day 0 to Gdex (p = 0.001 and p = 0.011 respectively) and Gcel
(p = 0.039 and p = 0.056 respectively).These results suggest that the treatments are
equivalents and the cell therapy was similar to dexamethasone treatment for a period
of at least 21 days.

Keywords: cell therapy, airways, horse, neutrophil, alveolar macrophage, stem cell.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A asma é uma doenca inflamatdria que afeta cerca de 300 milhdes de pessoas
no mundo todo. Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia para o manejo da Asma, publicadas no Jornal Brasileiro de Pneumologia
(abril de 2012), estima-se que, no Brasil, existem aproximadamente 20 milhdes de
asmaticos considerando-se uma prevaléncia global de 10%. O nivel de controle da
asma, a gravidade da doenga e os recursos médicos utilizados por asmaticos
brasileiros sdo pouco documentados. Entretanto, os gastos com a asma aumentam
proporcionalmente com a gravidade da doenca.

A asma é uma doenca cronica caracterizada por crises recorrentes de dispneia
em varias intensidades. A sua definicdo inclui quatro componentes cardeais, sendo a
obstrucdo do fluxo de ar (broncoconstricdo), sintomas, inflamacdo e
hiperresponsividade das vias aéreas (Mullane, 2011).

Cerca de 10% da populagdo asmatica € portadora da asma grave, que €&
caracterizada pelo fato do paciente apresentar sintomas continuos com prejuizos as
atividades usuais, sono interrompido por episddios de asma mais de duas vezes por
semana, uso diario de broncodilatador de resgate e casos com relato prévio de um
ou mais episodios de asma grave. (Alves et al., 2009).

Quando portadores de asma grave tém o quadro ndo controlado com os
esquemas terapéuticos atualmente disponiveis, isso se deve a fatores como a pobre
resposta ao tratamento, incorreta avaliagdo diagndstica, falta de excluséo de doengas
concomitantes, fatores agravantes, incorreta utilizagdo das medicacbes e a
refratariedade ao tratamento (Alves et al., 2009).

Por esses motivos, buscam-se novas alternativas de tratamento, ressaltando
a importancia da efetividade de novas drogas ou formas terapéuticas. Hoje os
modelos para o estudo da asma e de seus mecanismos fisiopatolégicos com
respectivos tratamentos, incluem os ratos, diferentes linhagens de camundongos,
cavalos e gatos. O cavalo como modelo para o estudo da asma apresenta vantagens
em relacdo aos murinos, pois desenvolve um quadro natural de asma, a obstrugao
recorrente das vias aéreas (ORVA), possibilitando o estudo da doenga no cavalo e

também da asma, em diferentes momentos e condi¢des (Leclere et al., 2011).



Portanto, o estudo da ORVA contribui com a pneumologia, possibilitando o
desenvolvimento de novas opgdes para o tratamento da asma e de doencas crbnicas
do sistema respiratorio humano (Marinkovic et al.,2007).

Clinicamente, a ORVA ¢é caracterizada pela presenga de tosse, dispneia,
intolerancia ao exercicio, presenca ou nao de corrimento nasal, broncoconstricao e
auséncia de febre. Na auscultagdo, sido percebidos sons respiratérios como
crepitagcao e sibilos em varios pontos do térax, devido a presengca de muco e ao
esforco respiratorio, concomitante ao movimento abdominal acentuado,
principalmente na expiragédo, formando a linha de heaves pela hipertrofia do musculo
abdominal obliquo (Robinson, 2001; Couétil et al., 2007; Kutasi et al., 2011).

E uma doenga comum de cavalos estabulados por longos periodos, onde a
inflamagao pulmonar crbénica é desencadeada pela inalagéo de poeira orgéanica, que
possui endotoxinas, B-D-glucanos de fungos, particulas ultrafinas (<100nm de
didmetro), microrganismos, material vegetal, esporos, poeira e gases toxicos,
presentes na alimentagdo ou no ambiente (Robinson, 2001; Couétil et al., 2007).

O macréfago alveolar, célula de defesa em maior quantidade no espacgo
alveolar de cavalos saudaveis, atua na eliminacao de particulas invasoras e influencia
o quadro inflamatério da doencga tanto por uma diminui¢gao na capacidade de resposta
ou pelo exagero desta, tais mecanismos ainda nao estdo esclarecidos. Contudo, a
continua fagocitose de particulas por estas células, ativa a secreg¢ao de interleucina
8 (IL-8), a qual promove a quimiotaxia de neutrdéfilos para o pulmao (Aharonson-Raz
et al., 2012). Devido a importancia dos macréfagos alveolares, especialmente no
processo fagocitario, o controle da sua atividade pode ter grande influéncia na taxa
de depuracgédo da carga de particulas inaladas (Muehlmann et al., 2012).

Com a participagdo de mediadores inflamatérios tais como IL-8, proteina
inflamatdria de macréfago 2 (MIP-2), fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-
1 beta (IL-1B) (Joubert et al., 2011; Leclere et al., 2011), em poucas horas ocorre um
aumento importante na quantidade de neutrdfilos no fluido broncoalveolar (Fairbairn
et al., 1993; Léguillette, 2003). Uma vez nos pulmdes, os neutréfilos contribuem para
a hipersecrecdo de muco, broncoconstricido, e remodelamento pulmonar, pela
liberagdo de mediadores proé-inflamatérios tais como o TNF-a, elastase e, espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio. O remodelamento resulta em aumento na

producdo de muco, hipertrofia da musculatura lisa, fibrose peribronquial, com



consequente agravamento dos sinais clinicos de dispneia, resultando em menores
possibilidades de tratamento efetivo (Robinson, 2001).

O estresse oxidativo evidenciado no pulmédo dos cavalos com ORVA esta
diretamente relacionado a inflamagao pulmonar e a neutrofilia (Kirschvink et al.,
2008), que leva ao aumento da producgao de anion superoxido por neutréfilos apds a
exposicao a poeira organica ambiental (Marr et al., 1997). Niveis aumentados de
oxidantes aumentam a resposta inflamatdria, diretamente ou via formacgédo de
produtos da peroxidacéao lipidica, levando a um aumento na gravidade da doencga
(Kirkham e Rahman, 2006).

Quando a asma passou a ser compreendida como doenca inflamatéria e
passou a ser tratada como tal, basicamente com corticosteroides, os pacientes
obtiveram a melhora do quadro clinico e da qualidade de vida. O que acarretou em
uma diminuigcdo do numero de casos graves e internagdes. No entanto, apenas um
valor entre 9% e 26% dos asmaticos possuem um tratamento com anti-inflamatérios.
A manutencido destes pacientes em correto tratamento reflete em uma queda no
atendimento publico de saude a casos de asma em até 80%, porém existem casos
de asma nao controlada, também chamada de asma grave, mesmo com diagnostico
correto e tratamento assiduo ha uma alta morbidade. Estes casos s&o responsaveis
pelo maior contingente de custos com a doenga (Pinto, 2010).

Esteroides, sabidamente utilizados em tratamentos de pacientes com asma,
tém apenas efeitos moderados no controle da hiperresponsividade das vias aéreas.
Algumas terapias a base de interleucinas resultaram em pouco ou nenhum alivio aos
sintomas da asma, bem como pouco ou nenhum alivio a hiperresponsividade das vias
aéreas (Canning et al., 2012). Alem disto, os tratamentos convencionais com {32
agonistas e corticosteroides podem promover diferentes graus de alivio, mas nenhum
previne crises futuras e assim, muitas pessoas seguem sofrendo dos efeitos da
inflamac&o crénica e progressiva na asma, tornando urgente a busca por novos
tratamentos (Mullane, 2011).

Em cavalos, a administragcao de corticéides também ¢é preconizada, porém,
muitos clinicos veterinarios ainda o prescrevem de forma sistémica, pois apresenta
resposta mais rapida e satisfatoria em casos agudos. Essa administragao sistémica,
porém, pode provocar diversos efeitos deletérios, incluindo disfungcdo e supressao
adrenocortical, laminite, hepatopatia, perda de massa muscular, alteragdo no
metabolismo 6sseo e aumento da suscetibilidade a infeccdo. Além disso, ocorre a
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inducao periférica de neutrofilia e linfopenia, bem como a diminuicdo da resposta de
anticorpos a vacinagao (Dauvillier et al., 2011).

A intervencéo a asma envolve, além do controle clinico das manifestagdes, a
prevencao de manifestacdes futuras, visando combater a resposta inflamatéria
exacerbada e o rapido declinio da fungao pulmonar (GINA 2012). Tanto para a asma
como para a ORVA, o controle ambiental é parte dos tratamentos instituidos,
juntamente com broncodilatadores e corticosteroides.

Tendo esse apanhado de informacgdes, se colocando em um cenario atual das
doencas citadas, asma e ORVA, a constante preocupacdo com o resultado das
terapéuticas fez surgir na terapia celular uma esperanca de controle do quadro
inflamatdrio e remissdao dos sinais clinico, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes.

O uso da terapia celular para doencas respiratérias esta sendo realizado,
resultando em efeitos benéficos, porém, ainda ndo foram desenvolvidas pesquisas
em cavalos com ORVA. Cita-se a capacidade de células do estroma da medula 6ssea
em abranger o ambiente imunoldgico e responder adequadamente (Nemeth et al.,
2010). A associagao destas células com macréfagos, revelarou que em pacientes
asmaticos, a presenca de macrofagos em cultura de células mononucleares,
estimulada com alérgenos reativos, resultou em uma proliferagdo das células
mononucleares oito vezes maior do que em culturas sem macrofagos, favorecendo a
atividade de ambos os tipos celulares (Spiteri et al., 1994).

A partir de resultados obtidos em ratos, sabe-se que precursores celulares
circulantes estdo diminuidos em doencas obstrutivas crénicas em humanos, a
administragédo de células mononucleares derivadas de medula éssea contribui para a
diminuicdo dos danos epiteliais, remodelamento de tecidos e processo inflamatario,
por aumento da disponibilidade de células precursoras (Abreu et al., 2011; Cruz et al.,
2012).

O presente estudo buscou um aspecto de inovagao para o tratamento da asma
e também da ORVA, através da terapia celular pelo uso de células mononucleares
derivadas da medula 6ssea, levantando-se a hipétese de que é possivel que o
transplante autélogo de células tronco reduza o processo inflamatério no ambiente

pulmonar acometido por estas enfermidades.



Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da instilagdo traqueal de células mononucleares autélogas
derivadas da medula éssea, sobre o processo inflamatério em equinos com obstrugao

recorrente das vias aéreas.

Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do tratamento autélogo com células mononucleares derivadas da
medula Ossea sobre parametros fisioloégicos dos animais, tais como: esforgo
respiratério, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura corporal,
coloragao de mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), presenca ou nao de
corrimento nasal.

- Avaliar a influéncia do tratamento autélogo com células mononucleares derivadas
da medula éssea sobre a graduagao do muco traqueal segundo Gerber et al. (2004)
através do endoscopico das vias aéreas.

- Avaliar a influéncia do tratamento autélogo com células mononucleares derivadas
da medula 6ssea sobre o perfil de células do lavado broncoalveolar (LBA).

- Comparar os parametros investigados sobre a influéncia do tratamento autélogo
com células mononucleares derivadas da medula éssea, com tratamento ja

estabelecido que utiliza como farmaco a dexametasona administrada via oral.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O SISTEMA RESPIRATORIO

O sistema respiratério € basicamente composto pela cavidade nasal, a
nasofaringe, a laringe, a traqueia e a arvore bronquica, representando a primeira
barreira de defesa contra infecgdes respiratérias (Vairo et al., 2013). E dividido em
aparato respiratorio superior (ARS) e aparato respiratorio inferior (ARI), sendo que o
TRS compreende as estruturas de entrada e circulacdo do ar até a borda caudal da
cartilagem cricdidea e o TRI parte dai abrangendo o sistema de trocas gasosas
(Gongalves in Feitosa, 2014).

O aparato respiratério superior € responsavel pela conducdo do ar até o
aparato respiratorio inferior, e um dos responsaveis pelo arrefecimento do sangue, e
portanto, uma doenga respiratoria do trato superior em conjungao com outros fatores,
como exercicio em demasia, dieta, medicagdo e alta umidade, pode levar a
hipertermia do cavalo (Hodgson et al., 1994).

O aparato respiratorio inferior é responsavel pela troca gasosa, basicamente
composto por epitélio cilindrico pseudo-estratificado ciliado e uma por¢ao variavel de
células caliciformes e serosas. O desaparecimento dos cilios, no sistema transicional
€ gradativo, e as células caliciformes dao lugar a outras células chamadas células
Clara, até que se forme entdo o sistema de trocas gasosas, com os alvéolos (Carlton
e McGavin, 1998; Grainge e Davies 2013).

2.2 ANAMNESE

O exame fisico sempre deve ser iniciado pela obtengdo do histérico do
paciente. A idade do animal, o ambiente no qual ele € mantido, alimentagcédo e demais
fatores de manejo podem ajudar de forma significativa a condugao diagnostica
(Michelotto, 2010).



E fundamental conhecer a duracéo do processo patolégico, bem como saber
quando se deu seu inicio, se foi em forma de surto, ou casos esporadicos ao longo
do tempo. O tempo e o tipo de evolugdo estabelecem a abordagem do problema.
Tratamentos anteriores também devem ser esclarecidos (Gongalves in Feitosa,
2014).

2.3 EXAME FiSICO

Embora tenham surgido muitas novas informagées que auxiliem na
compreensao de doengas pulmonares em equinos, bem como um grande progresso
em procedimentos auxiliares de diagndstico, tais técnicas nao substituem um exame
fisico completo. No entanto, sdo capazes de detectar alteragdes do sistema
respiratorio (Michelotto et al., 2013).

Alguns sinais gerais podem ser percebidos apenas pela inspe¢géo como: tosse,
fadiga durante exercicio, ruidos como roncos e sibilos podem ser ouvidos durante a
respiragao, modificagdes no ritmo (em equinos adultos o considerado normal é entre
8 e 16 movimentos respiratérios por minuto) e profundidade da respiragao (movimento
costoabdominal) (Gongalves in Feitosa, 2014)

Apos a inspegao geral, o exame clinico respiratério é procedido, normalmente
encetado pela cabecga, atentando ao TRS. Ao observar o muflo do animal, pode ser
detectada a presenca de secrecgao fluida e incolor, 0 que é considerado normal, e
quando fora da normalidade pode apresentar ressecamento. Nas fossas nasais,
deve-se observar modificagdes na coloracao e umidade da mucosa que normalmente
€ de cor rosea, umida e nao tem lesdes visiveis (Gongalves in Feitosa, 2014).

Na inspegao das narinas é importante observar se ha corrimento nasal, uni ou
bilateral, sua coloracao, viscosidade e odor. O fluxo de ar e a temperatura com que
este sai de cada narina também € importante, e quando alterado pode indicar alguma
obstrucao (Gongalves in Feitosa, 2014). A dilatagao das narinas nos equinos, se faz
necessaria quando ha maior exigéncia de ar, podendo ser demonstrada
fisiologicamente em exercicio ou patologicamente em repouso (Reece 1996).

Deve-se examinar também os linfonodos da cabeca e pescoco, ja que os

linfonodos drenam regides especificas do corpo e aumentam a capacidade de



deteccao e de apresentacido de antigeno, podendo sofrer hipertrofia em locais com
processos inflamatorios (Carlton e McGavin 1998).

Ainda na regido do pescogo é examinada a traqueia, em grande porg¢éo
composta por camada muscular lisa e cartilagem (Reece, 1996). Esta deve ser
palpada no sentido craniocaudal, verificando se ha sensibilidade do animal a
palpacdo, ou ainda a presenca de malformacdes, cicatrizes, obstrugdes e corpos
estranhos (Fortes Junior, 2005).

Durante o exame traqueal, deve ser realizado o reflexo de tosse com a
compressao dos primeiros anéis traqueais logo abaixo da glote até que o animal
comece a reagir mostrando incomodo e sacodindo a cabeca, soltando-se em seguida.
Logo apds a compressao, o animal ira inspirar uma grande quantidade de ar
rapidamente, tendendo a tossir se houver inflamacgao das vias aéreas. A tosse € um
dos mecanismos de limpeza do sistema respiratério e ocorre quando ha irritacao das
terminagdes nervosas da laringe e traqueia provocada pela inflamacado da mucosa
(Gongalves in Feitosa, 2014).

Além da inspec¢ao e palpacao, deve ser feita a auscultacdo. Os sons traqueais
sdo transmitidos pela sua parede, onde, em condi¢des de higidez, a passagem do ar
soa claramente e o som inspiratorio se aproxima do expiratério (Fortes Junior, 2005).

Passando a regido toracica, é indicada a observagdo da movimentagéo da
respiracao, observando especificamente a transicdo costoabdominal para identificar
se ha prevaléncia de movimentos costais ou abdominais na mesma, bem como
identificar esfor¢o ou dificuldade respiratéria (Gongalves in Feitosa, 2014).

Os movimentos respiratérios de um cavalo saudavel sdo muito sutis, quase
imperceptiveis (Fortes Junior, 2005). Sob condigdes higidas a inspiragdo requer mais
esforco do que expiracao. Esta ultima pode se tornar um processo inteiramente ativo
em exercicios intensos ou em casos de doengas obstrutivas (Reece, 1996). Qualquer
anormalidade no sistema respiratorio resulta em um aumento da frequéncia e/ou da
intensidade respiratoria € aumenta o nivel de ventilagao (Erck-Westergren et al.,
2013).

Apos a observacao, é procedida a auscultagao toracica. Os sons normais do
fluxo de ar podem ser suaves e pouco audiveis, portanto, pode-se lancar mao de
alguns artificios. Para exacerbar esses sons pode-se provocar o aumento da

intensidade respiratéria, obstruindo uma das narinas ou ainda colocar um saco



plastico médio envolvendo ambas as narinas, forgando o animal a aprofundar sua
respiracao, intensificando os sons (Fortes Junior, 2005).

Em condi¢bes patoldgicas podem ser percebidos alguns ruidos, entre eles
estdo o sibilo e a crepitacao, que pode estar associada com enfizema e secundario a
broncoconstricdo (Léguillette, 2003). Em seres humanos foi relatado que pessoas
jovens e saudaveis possuiam crepitagdo pulmonar quando realizavam inspiragao
profunda. Este dado nos leva a crer que estes sons nao sao exclusivos de individuos
com acometimento patologico e sim, também, dos volumes pulmonares envolvidos

durante a ausculta (Carvalho e Souza, 2007).

2.4 EXAME ENDOSCOPICO

A endoscopia € uma ferramenta importante tanto para trabalho de investigacao
da doenca das vias aéreas inferiores equinos, como para 0 acompanhamento da
remissao da mesma. Este sistema diagndstico pode ser utilizado para a observagéao
do ARI e avaliacdo de acumulo de secrecbes nas vias aéreas, bem como para o
recolhimento de amostras de fluidos locais (Gerber et al., 2004).

A endoscopia das vias aéreas fornece informagdes sobre a gravidade das
doencas que as acometem. Pontuagdes endoscoépicas sdo descritas para atribuir um
escore de acumulo e coloragdo de muco na traqueia e espessura do septo traqueal
(Koblinger et al., 2011).

Normalmente é procedido com o animal sob sedacgéo e é realizado com um
fibroscopio flexivel para video-endoscopia que € passado pela narina, faringe,
traqueia, e direcionado para o pulmao. O endoscopio deve entrar facilmente, sem
encontrar resisténcia e o animal deve estar com a cabeca esticada para facilitar a
passagem do equipamento. A tosse durante o procedimento € normal, mas pode ser

diminuida com a sedacgao correta (Hoffman 2008).

2.5 O SISTEMA IMUNOLOGICO DAS VIAS AEREAS

Composto por barreiras fisicas, quimicas e mecanismos celulares, limita a
entrada de particulas e microrganismos indesejaveis no sistema respiratério. As
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barreiras fisicas, como a pele, e defesas quimicas associadas, como a saliva,
previnem que a maioria dos micro-organismos invadam o corpo. Ha ainda a defesa
realizada por células e proteinas especializadas, agindo imediatamente apds a
implantacédo de uma infec¢ao e ndo dependendo da exposicao anterior do hospedeiro,
compondo o sistema imunolégico inato, enquanto as respostas imunes adaptativas
séo altamente especificas para o patégeno que as induz (Alberts et al., 2010).

A configuragao anatdmica do sistema condutor do ar tem importante papel na
reducao da penetragao de materiais nocivos para os pulmdes. O arranjo espiralado
das conchas nasais cria uma turbuléncia, retendo particulas maiores (Carlton e
McGavin 1998). Porém, as particulas que chegam ao TRI s&o capazes de induzir
resposta imune inata, alterando o perfil celular considerado normal, bem como a
resposta adaptativa, através do recrutamento de linfécitos com consequente secregao

de citocinas e produgao de anticorpos (Lavoi-Lamoureux et al., 2012).

2.6 OBSTRUCAO RECORRENTE DAS VIAS AEREAS

2.6.1 Epidemiologia

E uma doenca mais encontrada em animais de meia idade, mantidos
estabulados por longos periodos (Robinson, 2001), que sofrem continua exposi¢ao a
poeira e por vezes ao mofo (Venugopal et al.; 2012). A inalagédo de poeira que possua
endotoxinas, esporos de fungos, particulas ultrafinas (<100nm de diadmetro),
microorganismos, material vegetal, e gases toxicos presentes na alimentagcéo e no
ambiente das cocheiras pode desencadear a ORVA (Robinson, 2001; Couétil et al.,
2007). Entre os fatores presentes na alimentagcdo que favorecem a doenga, estao
esporos de Faeniarectivirgulae Aspergillus fumigatus, além de endotoxinas.
(McGorum et al., 1993; Pirie et al., 2014).

Além de animais estabulados, pode estar associada as pastagens de verao
(Bowles et al., 2002) especialmente nos climas subtropicais, quando o capim esta alto
(Venugopal et al.; 2012). Inumeros fatores ambientais, imunoldgicos, infecciosos e
genéticos desempenham um papel importante na patogénese da doenga, muito

embora nao totalmente elucidados. (Niedzwiedz et al. 2014).
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O impacto da obstrucdo recorrente das vias aéreas (ORVA) sobre o
desempenho de animais atletas € reconhecido ha muito um tempo, devido ao baixo
rendimento esportivo doa animais acometidos pela ORVA (Erck-Westergren et al
2013). Durante a fase de exacerbagdao da doenca ha alteragbes funcionais
significativas, como um aumento das pressodes transpulmonares maximas, resisténcia
das vias aéreas, diminuicdo da complacéncia pulmonar dindmica, hipoxemia arterial,

portanto, intolerancia ao exercicio e queda no rendimento (Leclere et al., 2011)

2.6.2 Quadro clinico

A Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas é clinicamente caracterizada pela
presenca de tosse, dispneia, intolerdncia ao exercicio, broncoconstricao,
hipersecre¢cdo de muco, corrimento nasal e auséncia de febre (Kutasi et al., 2011).
Na auscultacao, percebem-se sons respiratorios proeminentes devido a obstrucao e
ao esforco respiratorio, concomitante a crepitacdo e sibilos em varios pontos
(Aharonson-Raz, 2012; Pirie, 2014).

Com o agravamento do quadro, além dos sinais anteriormente citados, o
animal pode apresentar dilatacdo das narinas, frequéncia respiratéria aumentada,
formacado da linha de heaves pela hipertrofia do musculo abdominal obliquo em
decorréncia da expiragao forgada (Robinson, 2001).

A exacerbagdo é caracterizada pela acentuacdo da inflamagao nas vias
aéreas, esta ainda associada com o recrutamento significativo de neutréfilos. Em
paralelo, os pacientes manifestam piora dos sinais clinicos e restricao do fluxo de ar,
e suas consequéncias podem ser dificeis de tratar, chegando a ser fatal (Joubert et
al., 2011).

2.6.3 Fisiopatologia

Sua fisiopatologia envolve a hiperresponsividade, que se manifesta como a
broncoconstricdo em resposta a estimulos n&o especificos (inalagao de ar frio, gases
nocivos, as particulas de poeira e outros irritantes) (Robinson, 2001; Couétil et al.,
2007; Kutasi et al., 2011). Em cavalos mais velhos, pode haver o remodelamento das
vias aéreas acentuando ainda mais as disfungdo e hipertrofia da musculatura

peribrénquica (Erck-Westergrenn et al. 2013). Assim, os animais acometidos podem
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apresentar alteragcdes dos sons pulmonares tais como crepitagao e sibilo, corrimento
nasal bilateral e aumento na frequéncia respiratéria e no esforgco expiratorio
(Léguillette et al., 2003; Aharonson-Raz, 2012).

Ha um crescimento significativo da massa muscular lisa de animais com ORVA
em comparagao a animais saudaveis, evidenciando uma hiperplasia e o aumento de
apoptoses neste mesmo tecido, sugerindo a tentativa de compensar o aumento da
proliferacdo dos midcitos. Pode ocorrer desde os estagios iniciais da doencga, e
envolve alteragdes como hiperplasia de células caliciformes e glandulas de muco,
fibrose subepitelial, neovascularizagdo, aumento da massa de musculatura lisa e
espessamento total da parede das vias aéreas (Herszberg et al., 2006)

Ao contrario do perfil tradicional da ORVA, os resultados revelaram que o
infiltrado neutrofilico ndo esta presente o tempo todo nos pulmbes, e essa auséncia
de neutrofilos pode indicar um remodelamento pulmonar irreversivel, havendo
continuidade da inflamagcao cronica das vias aéreas, bem como as alteragbes de
remodelamento, como a fibrose subepitelial e metaplasia de células caliciformes
(Bunting et al, 2013)

Frente a persisténcia de um quadro inflamatério as principais lesbes
histoldégicas nas grandes vias aéreas sao a perda de células epiteliais ciliadas e nas
vias aéreas menores, hiperplasia e metaplasia de células secretoras de muco. O
aumento da descamacdo celular e o acumulo de muco, o espessamento da
musculatura lisa, o edema das paredes das vias aéreas, resultam na obstrugcdo das

mesmas (MarinkoviC et al., 2007; Leclere et al.; 2011).

2.6.4 Mediadores

A célula mais abundante no pulmao saudavel € o macréofago alveolar, cerca de
60% do total de células (Michelotto et al. 2010), que tem o primeiro contato com o
antigeno e desencadeiam a resposta inflamatéria, promovendo a liberagdo de
citocinas pré-inflamatérias que entre outras atividades atrai os neutréfilos (Laan et al.,
2006; Joubert et al., 2011).

Os linfocitos também sdo comuns no ambiente pulmonar, mas em menor
quantidade, em fluidos broncoalveolares pode variar muito nos cavalos, sendo
considerado normal até 35% (Robinson 2001). Eles atuam como coordenadores da

resposta imune e podem controlar outras células através da secrecao de diferentes
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citocinas, sendo no pulmao em sua maioria linfocitos T (90%) que s&o responsaveis
pelas respostas Th1 e Th2 e secretam entre outras as IL-4 IL-10, enquanto os
linfécitos B que secretam IgE representam apenas 10% (Léguillete et al., 2003;
Jackson et al., 2004; Marinkovic et al., 2007).

Concentracdes mais elevadas ou maior frequéncia de detecgao de anticorpos
(IgG e IgE) especificos para o A. fumigatus ou Alternaria extratos brutos, foram
encontrados em amostras de soro de equinos com ORVA em comparagao com
cavalos de controle negativos, mas nao em todos estudos. Além disso os cavalos
podem desenvolver diferente quantidades anticorpos séricos IgG e IgE em relagéo
antigenos comuns, dependendo muito do ambiente, genética, sexo e idade, n&o
sendo um critério bem definido para a ORVA (Leclere et al., 2011).

No quadro da asma humana é possivel observar um infiltrado eosinofilico, no
entanto, nos cavalos a célula de destaque é o neutrofilo (Debrue et al., 2005). Embora
a celularidade apresentada no LBA seja diferente em humanos e equinos, a resposta
inflamatéria dos equinos também apresenta um perfil de citocinas compativel com a
resposta Th2, aumento de IL-4 decréscimo de IFN-y sugerindo um perfil tipico de
resposta alérgica do sistema respiratério e comparada a asma humana (Lavoie et al.,
2001). Enquanto a IL-4 é bem conhecida no papel da diferenciacdo de LT e LB, assim
como ela, outras duas citocinas parecem ter fortes efeitos na desativacdo dos
macrofagos, o TGF-B e IL-10, desempenhando um importante papel no equilibrio das
respostas Th1 e Th2 (Jackson et al., 2004)

Diretamente ligada ao recrutamento de neutrdfilos esta a IL-17, que acredita-
se ser um dos primeiros fatores controladores de citocinas nas doencas pulmonares.
Induz a liberagao de outros mediadores quimicos pelas células do epitélio bronquial,
macrofagos e fibroblastos dominando a atividade de estresse oxidativo e
agravamento do quadro (Lavoie et al., 2001; Molet et al., 2001; Debrue et al. 2005).
Assim como a IL-17 o TNF-a também é responsavel pelo recrutamento de neutrofilos,
bem como por sua ativagcao (Hoshino et al., 2000).

Acredita-se que embora a IL-17 seja um dos primeiros fatores controladores
de citocinas nas doengas pulmonares e esteja diretamente envolvida no recrutamento
de neutrdfilos, sua ativagao e sua modulagao depende da acgao da IL-13, citocina pro-
inflamatdria que encontra-se aumentada nas fases agudas da asma, (Hoshino et al.,
2000; Schuijs et al., 2013).
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Outros mediadores como a IL-8, IL-13 e INF-y também foram estudados em
animais com o perfil de ORVA, e embora em valores variaveis, todos tiveram um
aumento. Os mediadores quimicos tém um papel importante na detecgéao da ORVA
e podem servir para o entendimento da doenga, (Jackson et al., 2004, Lann et al.,
2006) quanto mais precoce o diagndstico, melhor sera a recuperacao desta fungao a

longo prazo (Miskovic et al, 2007).

2.6.5 Diagnostico

A ORVA tem maior propensao a ser diagnosticada durante os meses quentes
e a maioria dos cavalos comegam a mostrar sinais clinicos durante este periodo. A
historia especifica e um exame clinico completo podem ser confiaveis para o
diagnostico de cavalos com ORVA (Kutasi et al., 2011)

Leclere e colaboradores (2011), avaliando o esforgco abdominal respiratério e
o grau de dilatagdo nasal concluiu que estes parametros, assim como a tosse estao
fortemente associados com a inflamacédo das vias aéreas, o que corrobora com a
tabela de escore clinico da ORVA criado por Tesarowski e autores (1996) que avalia
muitos desses sinais clinicos e é significativamente correlacionada com o percentual
de neutrdéfilos superior a 20% no LBA em animais com média de 20 anos de idade
(Leclere et al., 2011)

A endoscopia, € um método diagndstico fundamental (Kutasi et al., 2011), pois
possibilita a avaliagdo dos aspectos traqueal e do muco, sendo este um indicativo de
inflamacé&o das vias aéreas inferiores muito comum na ORVA (Jackson et al., 2000),
e pode ser mensurado com graduacgdes ja consagradas, como a escala de Gerber e
colaboradores (2004) onde é atribuida uma pontuagcéo para cada item da escala,
composta por acumulo de muco, localizagao, viscosidade e coloragéao.

O LBA, normalmente procedido apds a avaliagao endoscoépica, possibilita a
contagem diferencial de células, e é considerado uma técnica consistente, podendo
ser reproduzido quando o cavalo estd adequadamente sedado, a amostra é
adequadamente colhida e um grande volume de liquido € utilizado na instilagdo
(Hoffman 2008). A avaliagdo da amostra citologica presente no LBA é de grande
importancia para uma investigagcao diagnostica bem sucedida. O aumento do numero
de neutrofilos é o principal critério diagndstico para animais acometidos por ORVA
(Kutasi et al., 2011).
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Em casos de animais jovens, que estdo manifestando a enfermidade pela
primeira vez, ou em casos de diagnéstico inconclusivo, pode-se recorrer a
confirmagao do processo inflamatodria por um perfil de citocinas no LBA (Miskovic et
al., 2007)

2.6.6 Tratamentos

O restabelecimento do animal e o controle do quadro inflamatério sao feitos
com a reducdo a exposig¢ao a antigenos ambientais, terapia anti-inflamatoria e uso de
broncodilatadores. As drogas sistémicas mais comumente utilizadas s&o a
dexametasona e a prednisolona, sendo administradas duas vezes ao dia por via oral
nas doses de 0,05mg/kg e 2mg/kg respectivamente (Leclere et al. 2010).

Tratamentos com corticoides inalatérios sdo comumente prescritos para
animais com ORVA, e incluem a fluticasona e beclometasona, com doses
especificamente calculadas para garantirem sua efetividade e minimizarem os efeitos
colaterais sistémicos. As medicagdes sitémicas incluem a dexametasona e a
prednisolona. O tratamento sistémico age mais rapido no combate a ORVA, porém
os efeitos adversos associados a ele sdo bem maiores do que o tratamento inalatério.
Os broncodilatadores normalmente s&o associados devida a persisténcia do quadro
inflamatario, isso se prolonga por no minimo duas semanas. (Couétil et al. 2007)

Entre os efeitos adversos dos corticoides sistémicos estdo: supressdo e
disfungdo da adrenocortical, laminite, hepatopatia, fadiga muscular, alteragcdo do
metabolismo 6sseo e aumento da suscetibilidade a infecgdo. Corticoides sistémicos
tém levado a uma transig¢ao periférica de neutrofilia e linfopenia, acarretando em uma
subpopulacdo de linfécitos e células marcadoras, diminuindo a resposta dos
anticorpos frente a vacinagdo. (Dauviller et al. 2011)

Esteroides, sabidamente utilizados em tratamentos de pacientes com asma,
tém apenas efeitos modestos no controle da hiperresponsividade das vias aéreas.
Algumas terapias a base de interleucinas, também deram pouco ou nenhum alivio
aos sintomas da asma, bem como pouco ou nenhum alivio a hiperresponsividade das
vias aéreas (Canning et al. 2012).

Além disto, os tratamentos convencionais com (32 agonistas e corticosteroides

podem promover diferentes graus de alivio e embora previnam os sintomas, muitas
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pessoas seguem sofrendo dos efeitos da inflamacéao crénica e progressiva na asma,
tornando urgente a busca por novos tratamentos (Mullane, 2011).

O Albuterol € o medicamento aerossol mais comumente prescrito,
demonstrando grande efetividade e minimos efeitos colaterais, com especial eficacia
no inicio do quadro de RAO. Alguns animais ja atingem a broncodilatagdo maxima
com apenas duas instilagdes (180ug), outros no entanto, exigem até 10 (900pg). Mas
assim como na asma humana, os broncodilatadores sdo utilizados associados com
corticoides, apds a confirmagao diagnostica de ORVA, (BERTIN et al. 2011).

Alguns mediadores quimicos como TNF-a e IFN-y diminuem a efetividade de
esteroides em células do musculo liso das vias respiratorias e em células epiteliais
das vias aéreas de pessoas asmaticas. E possivel que o papel Th17 também leve a
grave resisténcia ao tratamento com esteroides. (Vazquez-Tello et al., 2013)

A alteracao ambiental é fundamental para o controle da ORVA, pois tem como
papel a diminuicdo aos alérgenos, a reducédo da poeira e 0 aumento na ventilagao
(Jackson et al., 2000). Mesmo assim, animais mantidos em ambiente com baixos
niveis de poeira podem ter a fungdo pulmonar alterada por mais 1 a 3 anos apos a

mudanga ambiental (Miskovic et al, 2007).

2.7 TERAPIA CELULAR

Embora as terapias atuais para a asma sejam eficazes na redugcédo da
inflamacgao, a remodelacao das vias aéreas é pouco sensivel as terapias atuais, como
os corticosterdides inalados, antileucotrienos, e outros (Firinci et al., 2011)

Muitos estudos recentes tém demonstrado que células-tronco derivadas de
tecidos adultos podem desenvolver tecido pulmonar, o que vem estimulando a busca
por terapias celulares em doencas neste 6rgdo. Alguns resultados mostraram que o
enxerto de células-tronco foi mais efetivo em camundongos que tiveram injuria
pulmonar induzida do que em animais saudaveis. Essas células foram capazes de
promover a reducao da extensao do processo inflamatério pulmonar. Os resultados
apontam ainda para o sucesso da via sistémica para a administracdo da terapia
celular em doencas pulmonares neste modelo. E possivel que, o transplante autélogo
de células tronco, bem como sua dose e tempo de administracdo, possam aumentar
a eficiéncia terapéutica (Ortiz et al. 2003).
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O papel das CMNDMO pode ser resumido em duas fungdes principais, o
mecanismo direto, onde se diferenciam em células maduras que se incorporam ao
ambiente ou o mecanismo indireto, que consiste nos efeitos paracrinos destas
células. Sao capazes de regenerar tecidos, tais como figado, pulmao, cérebro,
coragao, intestino, musculos e também endotélio (Cuende et al.,, 2012). A
administracdo de CMNDMO pode potencializar a reparagao celular das vias aéreas,
bem como reduzir a remodelagdo e processos inflamatdrios através de efeitos
paracrinos (Abreu et al, 2011).

Ha evidéncias que sustentam a hipdtese de que mecanismos paracrinos
mediados por fatores liberados pelas células-tronco adultas sejam residentes ou
transplantadas, desempenham um papel essencial no processo de reparagao
tecidual, produzem e secretam uma ampla variedade de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento que podem estar envolvidos neste processo. Os fatores
paracrinos sao expressos em diferentes tempos e exercem diferentes funcdes
dependendo do microambiente apds leséo, influenciando as células adjacentes,
podem assim contribuir para a regeneragao e remodelamentos (Gnecchi et al., 2008).

Quando ratos induzidos a pneumonia com E.coli, foram infundidos com células-
tronco mesenquimais quatro horas mais tarde o tratamento com células-tronco
mesenquimais demonstrou uma reducado na severidade da lesdo do pulmdo, uma
melhor depuracao bacteriana e reducdo de TNF-a no LBA 24 h apds a infecgao
(Morrison et al., 2013).

Usando camundongos como modelos no estudo da asma, as células-tronco
mesenquimais migraram para o tecido pulmonar lesionado e atenuaram os efeitos da
asma brénquica (Firinci et al., 2011). Grupta e autores (2007) mostraram que a
administracdo intratraqueal de células mesenquimais poderia minimizar a lesao
pulmonar, diminuindo o edema pulmonar, os niveis de TNF-a e de MIP-13 no LBA a

e o indice de mortalidade, quando comparado com os ratos tratados.

2.7.1 Células mononucleares

O termo células mononucleares derivadas da medula éssea serve para
designar todo o conjunto de células com nucleo unilobulado e citoplasma agranular
provindas da medula 6ssea (Cuende et al., 2012). Células adultas, derivadas de
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medula déssea sao potentes moduladores de resposta imunoldgicas, promovendo
proliferacdo celular e re-epitelizacdo pulmonar, que tem sido atribuido a
imunomodulagéo sobre a liberagéo de citocinas ou ativagédo do sistema imunolégico
endogeno. (Cruz et al. 2012)

Em humanos é utilizada como terapéutica frequentemente em pacientes
imunocomprometidos, além disso € utilizada em doencgas isquémicas pois tém um
papel determinante nos processos de neovas cularizagao (Cuende et al., 2012). O
uso da fragcdo mononuclear pode se dar de forma rapida e menos custosa, uma vez
que nao exige cultivo. Composta por diversos tipos celulares, possui uma porgéo de
células mesenquimais que pode variar entre 0,001% e 0,01% (Alves et al. 2009).

As células-tronco desempenham um papel importante no processo inflamatério
da asma alérgica experimental. Em um estudo que utilizou murinos no modelo da
inflamacé&o alérgica cronica, utilizando terapia intravenosa precoce com CMNDMO,
conseguiu-se uma reducao significativa na hiperresponsividade das vias aéreas,
diminuicdo do de colapso alveolar e indice de broncoconstricdo, obtendo-se a
reparacdo do epitélio das vias aéreas, reduzindo fibrose subepitelial, hipertrofia e
hiperplasia. Os efeitos paracrinos destas células agiram por via aérea e remodelagéo
parénquima pulmonar, resultando em uma melhora na mecanica pulmonar e reduzir
a capacidade de resposta das vias aéreas, concluindo que é um protocolo de pré-
tratamento eficaz (Abreu et al., 2011).

Os resultados sugerem que as células mononucleares derivadas de medula
O0ssea sao mais eficazes do que as mesenquimais no processo de remodelamento.
As células mononucleares reduziram a area de colapso alveolar e fibrose em ratos
sensibilizados com ovalbumina (Abreu et al., 2013). Isso possivelmente se deve ao
fato de que os efeitos funcionais destas células resultam de um equilibrio entre os
diferentes tipos de células, com o envolvimento de todas as células com o potencial
de produzir efeitos benéficos (Cruz et al, 2012). Além disso, a fragdo mononuclear
pode ser administrada facilmente e com segurancga, no dia da colheita se necessario,
a custos mais baixos, e sem risco de rejeicao celular (doenga do enxerto contra o
hospedeiro) (Abreu et al., 2013).
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CAPITULO 3

3 EM EQUINOS, O NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES E MAIOR NA
PRIMEIRA ASPIRAGAO MEDULAR EM RELAGAO AS ASPIRAGOES
SEGUINTES. (In horses, the number of mononuclear cells is greater in the first

aspiration with respect to the following aspirations)

RESUMO

Objetivo: Investigar o numero de células mononucleares obtidas apds aspiracoes
consecutivas em um mesmo ponto de coleta de medula éssea. Material e Métodos:
Foram estudados quatro cavalos sem raca definida, sedados através da
administracdo de acepromazina, xilazina e cloridrato de petidina, para a coleta de
medula 6ssea a partir do esterno, com agulha Jamshidi 11G, até o volume total de
200 mL de medula éssea por animal. Aliquotas de 500uL da primeira e da ultima
seringa coletadas em cada ponto foram armazenadas para contagem do numero total
de células nucleadas. Resultados: A coleta de medula ocorreu de forma adequada,
sendo possivel a obtengcdo de 200 mL de medula 6ssea com duas a quatro puncdes

por animal. A média para a primeira seringa de cada puncéo foi de 41,73 x 10 ° células
vs. 5,88 x 10 ° células para a ultima seringa de cada pun¢éo(p<0,0001). Conclusao:

Conclui-se que é possivel obter grande volume de medula éssea a partir de poucos
pontos de coleta, mesmo em animais de idade avangada, mas com redugao do

numero de células nos sucessivos aspirados.

Palavras-chave: terapia celular, células-tronco, cavalo.

ABSTRACT

Objective: investigate the number of mononuclear cells that are obtained after
consecutive aspirations at the same point of bone marrow collection. Material and
Methods: four mongrel horses were studied, sedated by the administration of

acepromazine,xylazine and hydrochloride of pethidine for the bone marrow collection
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from the sternum with a Jamshidi needle 11G, to a total volume of 200 mL of bone
marrow per animal. Aliquots of 500uL from the first and last syringe collected in each
point were stored for counting to the total number of nucleated cells. Results: The
bone marrow was collected appropriately and it was possible to obtain 200 mL of bone
marrow with two to four punctures per animal. The mean for the first syringe was 41.73

x 10° cells vs. 5.88 x 10° cells for the last syringe (p <0.0001). Conclusion: We

conclude that it was possible to obtain a large amount of bone marrow from a few
collection points, even in older animals, but with reduced numbers of cells in

successive aspirated.

Keywords: cell therapy, stem cells, horse.

3.1 INTRODUGAO

Apesar do crescimento do uso da terapia celular em equinos, sendo difundida
em afecgbes muscoloesqueléticas como tendinite, osteoartrite e recentemente, na
laminite (Schnabel et al., 2013), alguns aspectos da coleta de medula éssea em
cavalos continuam pouco estudados, como os pontos ideais de coleta, volume e
numero de células obtidas e os riscos nos quais implicam o procedimento (Durando
et al., 2006; Adams et al., 2013).

Para a obtengédo de um grande numero de células derivadas da medula éssea,
€ necessario coletar um grande volume de medula éssea, ou um pequeno volume
que seja destinado ao cultivo celular (Kasashima et al., 2011; Godwin et al. 2012).
Embora nao seja completamente estabelecida uma dose adequada para cada terapia
celular, os pesquisadores calculam e ponderam os valores baseados em estudos
anteriores (Souza et al., 2005; Murphy et al, 2011; Cuende et al., 2012; Abreu et al.,
2013).

Essa implicagdo gera algumas questdes sobre a quantidade de medula éssea
que pode ser aspirada por pungao para atingir o numero de células desejado tanto
para cultivo, quanto para a aplicagao de células mononucleares.

Em humanos, sao feitas diversas puncées de no maximo 5 mL para se obter o

volume final desejado, devido ao ja conhecido fato da redu¢cdo no numero de células
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apos varias coletas num mesmo ponto (Riul e Aguillar 1997; Castro Jr et al., 2001).
Em cavalos, varias pun¢des podem nao ser bem aceitas pelos proprietarios, e quando
€ preciso um grande volume de medula éssea, parece preferivel que se obtenha o

mesmo por meio do menor numero de pungdes possivel.

Nosso grupo de estudo vem estudando o efeito de células mononucleares
derivadas de medula 6ssea em cavalos com Obstrugcao Recorrente das Vias Aéreas,
sendo necessario um minimo de 500 milhdes de células, obtidos a partir de 200 mL
de medula 6ssea do esterno. Até o momento, ndo existem estudos sobre o numero
de células obtidos em um volume elevado, assim como se € possivel obter 200 mL
de medula 6ssea a partir de um numero minimo de pungdes.

Assim, o presente estudo busca investigar a possibilidade de extracdo de um
grande volume de medula 6ssea do esterno bem como comparar o numero de células
mononucleares que sao obtidas nas primeiras e ultimas aspiracbées em cada ponto

puncionado para a coleta de medula éssea.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, sob o numero 788.

Foram estudados quatro cavalos sem raga definida, pesando entre 440kg e
520kg e com idade entre 18-24 anos, em bom estado de saude atestado por meio de
exame clinico e analise hematologica. Trés meses antes do experimento os animais
foram desverminados e vacinados contra tétano, influenza equina, raiva e

encefalomielite.

3.2.2 Coleta de Medula Ossea e Contagem de Células Mononucleares

Os cavalos foram mantidos em jejum por no minimo seis horas antes do
procedimento, para sedagdo com acepromazina 1% intravenosa (IV) (Acepran, 0.035

mg/kg, Vetnil, Sado Paulo, Brasil). O local de coleta entre a quarta e a sexta
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esternébras foi tricotomizado, seguido por anestesia subcutanea local com 8 mL de
cloridrato de lidocaina 2% (Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e antissepsia com iodo
povidona degermante e alcool. Apds, a sedagéo foi complementada com xilazina 10%
IV (Sedomin, 0.5 mg/kg, Konig, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de petidina 5% IV
(Dolosal, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil).

Para a puncéo, utilizou-se agulha Jamshidi 11G (Angiotech, Gainesville,
Florida, Estados Unidos) e seringas de 20 mL previamente preenchidas com 7mLde
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Sigma-Aldrich, Missouri, Estados
Unidos) e 0,35mL de heparina sddica 5000Ul/mL (Hemofol, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil), sendo coletadas 30 seringas para cada animal, totalizando 200 mL de medula
Ossea (aproximadamente 7 mL por seringa).

Cada seringa foi numerada de forma crescente, da primeira até a ultima
aspiracdo em cada ponto de coleta, mas como objetivo do presente estudo,
comparou-se a primeira e a ultima seringa de cada ponto puncionado, para avaliar a
quantidade de células nas amostras. Com esta finalidade, foram reservadas aliquotas
de 500uL da primeira e da ultima seringa coletadas em cada ponto e a contagem do
numero total de células nucleadas foi realizada utilizando o contador Cell-Dyn 1300
(Abbott Laboratories, Estados Unidos).

3.2.3 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do teste de Wilcoxon,
usando o software Graph Pad Prism versao 3.0 para Windows (San Diego, Califérnia,

Estados Unidos). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

3.3 RESULTADOS

O procedimento de coleta de medula éssea ocorreu sem complicacdes nos
quatro cavalos. Foi possivel coletar o volume estimado para todos os animais e fazer
mais de uma pung¢ao em cada. Dentre os animais utilizados no experimento, dois
tiveram dois pontos do esterno puncionados, um teve trés pontos e o outro teve
quatro, totalizando 11 pungdes. Nos dias seguintes ao procedimento os animais foram

monitorados, e ndo demostraram alteracdes no comportamento.
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Depois de obter as contagens por mililitro de medula coletada (Tabela 1), a

média para a primeira seringa da puncao foi de 41,73 x 10 °® células e para a ultima
seringa da mesma pungao foi de 5,88 x 10 ° células, mostrando uma diferenga

significativa (p<0,0001).

Tabela 1 — Valores em milhdes de células mononucleares por mililitro de medula

Ossea coletada do esterno de equinos, na primeira e ultima seringa de cada

pungao.
Ponto de Coleta Primeira aspiracao Ultima aspirac¢do
Cavalo 1 1@ 76,5 9,2
20 71,3 6,7
Cavalo 2 19 36,2 6,4
20 50,6 6,8
3¢ 22,8 7
Cavalo 3 10 26,4 5,8
20 31,6 3,7
3¢ 22,2 3,7
40 54,8 4,7
Cavalo 4 19 29,8 6,4
29 36,8 4,3
Médias 2,75 41,73 5,88

3.4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

A coleta de medula 6ssea em cavalos com idade avangada representa um
nicho importante, ja que estes animais comumente apresentam doencgas crénicas e
vém de tratamentos repetidos, muitas vezes tolerantes ou refratarios, portanto, sao
potenciais pacientes para a terapia celular.

O esterno foi escolhido como local de coleta de medula 6ssea por ser a fonte
mais adequada em animais de meia idade. Isso se deve ao fato de que neste local a
atividade hematopoiética persiste durante toda a vida do animal (Alves et al. 2009),
enquanto que na crista iliaca a coleta pode estar dificultada ou em menor volume,
além disso o rendimento de células obtidas pela aspiragao na crista iliaca € menor
(Delling et al., 2012). Embora o esterno seja uma boa fonte de coleta, existe um

grande risco pelo fato do coragao estar logo acima das esternébras indicadas a coleta,
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podendo ser perfurado durante o processo (Durando et al., 2006), assim o fato de se
poder conseguir obter o volume de 200 mL com poucas pungdes parece vantajoso,
especialmente para quem deseja a obtencdo de células mononucleares para
tratamento no mesmo dia.

A aspiracdo de medula 6ssea em equinos € comumente praticada em
pequenos volumes, variando entre 5mL a 30 mL (Kasashima et al., 2011; Adams et
al. 2013), exceto no trabalho feito por Toupadakis et al. (2010) que extraiu120mL de
medula 6ssea do esterno dos cavalos. Os volumes aspirados sdao pequenos porque
sdo normalmente destinados ao cultivo de células-tronco mesenquimais utilizadas
para o tratamento de afecgdes do sistema musculoesquelético dos equinos,
necessitando de um baixo numero de células, entre 10 e 20 milhdes (Godwin et al.,
2012; Schnabel et al.,, 2013). Contudo, para a obtengdo de um volume maior de
células mononucleares, pode ser necessario um volume maior de medula dssea.
Desta forma, no presente estudo foram coletados 200 mL de medula 6ssea de cada
animal. Neste caso, precisou-se estabelecer as diferengas entre o numero de células
mononucleares obtidas na primeira e na ultima aspiragéo, ja que em outros trabalhos
em humanos e em equinos jovens foi demonstrado que essa diferenga € importante
(Muschler et al., 1997; Adams et al. 2013).

Em humanos, o volume de medula éssea coletada é estabelecido de acordo
com as condig¢des fisicas do doador e aproximadamente 10 a 15mL/kg de peso do
paciente podem ser coletados, resultando em um total que pode passar de um litro
de medula 6ssea. Este volume é obtido em diversas aspiragdes que variam entre 3
mL e 5 mL por local puncionado, o que proporciona um numero maior de células
progenitoras (Riul e Aguillar 1997; Castro Jr et al., 2001).

Os animais empregados no presente estudo fizeram parte de outro trabalho
onde se investigou os efeitos das células mononucleares derivadas da medula 6ssea
na obstrugéo recorrente das vias aéreas. Assim, foi interessante de se constatar que
a coleta de 200 mL de medula 6ssea foi possivel a partir do esterno desses animais,
sem que houvesse prejuizo a saude dos mesmos, possibilitando a obtengdo do
numero de células desejado de no minimo 500 milhdes para o tratamento (dados néo
demonstrados).

Os nossos resultados mostram que o numero de células mononucleares obtido
na primeira aspiragdo da medula 6ssea é significativamente mais elevado do que na
aspiragao final. Os primeiros 5mL aspirados de cada ponto geram uma contagem
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significativamente maior de células nucleadas por mililitro (Adams et al. 2013) e um
maior numero de unidades formadoras de colénias quando em cultivo (Kasashima et
al., 2011). Em um estudo recente, Kasashima et al. (2011) recomenda multiplas
pun¢cdes da mesma esternébra com a aspiragao de pequenas quantidades.

Esta diferenca no numero de células de acordo com o volume de aspiragao
pode ser explicada pela diluicdo progressiva da medula éssea com o sangue
periférico, dependendo das caracteristicas locais de vasos e fluxo sanguineo
(Muschler et al., 1997). Além disso, alguns autores também alertam sobre as
diferencgas individuais entre os animais (Carter-Arnold et al., 2013).

Em pacientes com idade avangada, foi possivel coletar um grande volume de
medula 6ssea do esterno. Da mesma maneira que encontrado em humanos, a
aspiracdo de volumes iniciais proporcionou um maior numero de células
mononucleares. Porém, um grande volume aspirado em poucas pungdes pode
significar um ganho importante para o paciente, ja que este fica sob efeito anestésico
durante um tempo mais curto e sofre menos perfuracdes, diminuindo a exposicao ao

risco durante e apds o procedimento.
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CAPITULO 4

4 EVIDENCIAS DE MELHORA CLINICA EM CAVALOS COM OBSTRUGAO
RECORRENTE DAS VIAS AEREA TRATATOS COM CELULAS
MONONUCLEARES AUTOLOGAS DERIVADAS DE MEDULA OSSEA. (Clinical
evidence of improvement in horses with recurrent airway obstruction medicated with

autologous bone marrow mononuclear derived cells)

RESUMO

Introdugao: A obstrucédo recorrente das vias aéreas (ORVA) é uma enfermidade
crbnica dos equinos estabulados, que manifesta-se por dispneia, intolerancia ao
exercicio, esforco abdominal expiratorio, tosse e secrecdo nasal, impactando
principalmente animais atletas. A terapia celular apresenta resultados benéficos na
inflamagao pulmonar, mas nao foi estudada na ORVA dos cavalos. No presente
estudo levanta-se a hipétese de que o tratamento com terapia celular autéloga por
células mononucleares resulta em melhora, equivalente a tratamento convencional,
para equinos com ORVA. Objetivo: Avaliar a terapia celular autdloga, utilizando a
porcdo de células mononucleares derivadas da medula 6ssea (CMNDMO), em
animais com ORVA, e comparar com a terapia convencional com dexametasona.
Métodos: Foram usados treze equinos mesticos, de ambos os géneros, com média
de idade 16,3 £ 2,2 anos e média de peso de 478,2Kg £15,8, com historico de dispneia
cronica e recorrente. Seis deles tiveram medula 6ssea coletada a partir do esterno e
a fragcdo mononuclear isolada por gradiente de densidade e congelada a -192°C. O
quadro clinico foi induzido tendo feno sacudido préoximo as narinas por dois minutos
ao dia e suas camas eram reviradas 4 minutos por dia. A perda amostral foi de cinco
animais que ndo entraram no quadro desejado, restando oito animais, que foram
divididos em dois grupos, o controle positivo Gdex (n=4), onde os animais receberam
dexametasona por via oral por 21 dias (De Luca et al., 2008) e, o Gcel (n=4) onde os
cavalos receberam a instilagédo intratraqueal com células mononucleares autdlogas
derivadas da medula éssea. Apds a inducgao, foram considerados no quadro de ORVA
0S equinos que apresentaram expiragao abdominal prolongada, tosse e presenga de
muco nasal, sem febre, tendo neutrofilia superior a 25% no lavado broncoalveolar

(LBA) e escore clinico de no minimo 10segundo Tesarowski et al. (1996). Todos os
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animais foram mantidos estabulados durante o periodo do estudo, mas com a
substituicdo do feno e da aveia por verde fresco e ragao peletizada. Durante o
tratamento, os cavalos de ambos os grupos foram reavaliados em 7 e 21 dias. A
analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA one-way) seguida
do teste de Tukey de multipla comparacgao e os valores sao apresentados como média
+ desvio padrdo da média (SD). Resultados: As terapias demonstraram decrécimo
do esforgo respiratdrio nos dias sete e 21 em relagéo ao dia 0 para Gdex (p=0,005 e
p=0,01 respectivamente) e para Gcel (p=0,047 e p=0,004 respectivamente) e no
escore de Tesarowski nos dias sete e 21 em relagao ao dia 0 para Gdex (p=0,003 e
p=0,015 respectivamente) e para Gcel (p=0,006 e p=0,004 respectivamente). Houve
declinio significativo do numero de neutréfilos nos dias sete e 21 em relagéo ao dia 0
para Gdex (p=0,0007 e p=0,0001 respectivamente) e para Gcel (p=0,06 e p=0,05
respectivamente). Concomitantemente houve um aumento de macréfagos nos dias
sete e 21 em relagao ao dia 0 para Gdex (p=0,001 e p=0,011 respectivamente) e para
Gcel (p=0,039 e p=0,056 respectivamente). No presente estudo, conclui-se que a
instilagao intratraqueal com CMNDMO melhora o quadro inflamatério em cavalos com
ORVA mantidos estabulados, por um periodo de 21 dias, igualmente a

dexametasona.

Palavras-chave: terapia celular, vias aéreas, cavalos, neutréfilo, macréfago alveolar,

célula-tronco.

ABSTRACT

Introduction: The applicant airway obstruction (RAO) is a chronic disease of horses
stabled, which is manifested by respiratory distress, exercise intolerance, abdominal
expiratory effort, cough and runny nose, impacting mainly athletes horses. Cell therapy
has beneficial results in pulmonary inflammation, but has not been studied in RAO
affected horses. In the present study raises the possibility that treatment with
autologous mononuclear cell therapy results in an improvement equivalent to standard
treatment for horses with RAO. Objective: To evaluate the autologous cell therapy
using the portion of mononuclear cells derived from bone marrow (BMDMC) in animal
ORVA, and compare with conventional therapy with dexamethasone. Methods:Were

used thirteen crossbred horses, of both genders, with a mean age 16.3 £ 2.2 years
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and mean weight 15.8 + 478.2Kg, with a history of respiratory distress. Six of them
had bone marrow collected from the sternum and mononuclear fraction isolated by
density gradient and frozen at -192 ° C. The clinically was induced with hay near the
nostrils shaken for two minutes a day and their beds were overturned four minutes a
day. The sample loss was five animals that did not make the desired frame, leaving
eight animals were divided into two groups, the Gdex positive control (n = 4), where
the animals received dexamethasone for 21 days as De Luca et al. (2008), the Gcel
(n = 4) where horses received one intratracheal instillation with autologous
mononuclear cells derived from bone marrow. After induction, were considered in
clinical score of RAO horses that had prolonged abdominal breath, coughing and
having nasal mucus, without fever, neutrophilia with more than 25% in the BAL and
clinical score of at least 10 seconds Tesarowski et al. (1996). All animals had as part
of treatment to environmental change, carried out with the replacement of hay with
fresh green and pelleted feed, eliminating the oats. During the treatment the horses in
both groups were assessed at seven and 21 days. The statistical analysis was
performed using analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Tukey's multiple
comparison test and values are presented as mean + SD. Results:The therapies
demonstrated decrease of breathing effort on seven and 21 in relation to day 0 for
Gdex (p = 0.005 and p = 0.01 respectively) and Gcel (p = 0.047 and p = 0.004
respectively), and Tesarowski score on days seven and 21 compared to day 0 to Gdex
(p=0.003 and p = 0.015 respectively) and Gcel (p = 0.006 and p = 0.004 respectively).
There was a significant decline in the number of neutrophils in seven and 21 compared
to day 0 to Gdex (p = 0.0007 and p = 0.0001 respectively) and Gcel (p = 0.06 and p =
0.05 respectively). At the same time an increase of macrophages on days seven and
21 compared to day 0 to Gdex (p = 0.001 and p = 0.011 respectively) and Gcel (p =
0.039 and p = 0.056 respectively). These results suggest that the treatments are
equivalents and the cell therapy was similar to dexamethasone treatment for a period
of 21 days.

Keywords: cell therapy, airways, horse, neutrophil, alveolar macrophage, stem cell.
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4.1 INTRODUCAO

A obstrugéo recorrente das vias aéreas (ORVA) & uma enfermidade cronica
dos equinos bastante conhecida. Acomete em sua maioria, animais estabulados por
longos periodos, mas pode ser encontrada em animais a pasto, associada as
pastagens de verdao. Manifesta-se por dispneia, intolerancia ao exercicio e esforgo
abdominal expiratério, tosse, corrimento nasal e auséncia de febre (Couétil et al.,
2007; Erck-Westergrenn 2013; Venugopal et al., 2013).

Sua patofisiologia envolve a hipersensibilidade a alérgenos e irritantes
inalantes, hiperresponsividade das vias aéreas, broncoconstricao e hipersecrecido de
muco (Robinson, 2001; Couétil et al., 2007; Kutasi et al., 2011) que € maior nos
animais estabulados, mas em sua maioria néo visivel externamente (Millerick-May et
al., 2008). Animais acometidos podem apresentar alteragcbes dos sons pulmonares
tais como crepitacao e sibilo, corrimento nasal bilateral e aumento nas frequéncia e
intensidade respiratéria (Léguillette et al., 2003; Aharonson-Raz, 2012).

Seu impacto € mais significativo em animais ligados a pratica esportiva, visto
estes animais dependem da atividade fisica, e ja que durante a fase de exacerbagao
da doenga, ocorrem alteragdes funcionais significativas, tais como um aumento da
pressao transpulmonar, dispneia, diminuicdo na capacidade ventilatéria e em casos
graves, hipoxemia, e sérios déficits no rendimento esportivo (Erck-Westergrenn,
2013).

Quando os cavalos susceptiveis entram em contato com o antigeno,
normalmente através das células apresentadores de antigeno, especialmente os
macrofagos alveolares, ocorre a liberagcdo de mediadores quimicos que fazem a
quimiotaxia de neutrdfilos (Laan et al.,, 2006; Joubert et al., 2011), provocando
reacOes alérgica e inflamatdria ocorrem simultaneamente, e a hipersensibilidade da
mucosa das vias aéreas estimula um grande numero neutrofilos, que ultrapassam os
25% na contagem citolégica diferencial do lavado broncoalveolar (De Luca et al.,
2008) e linfocitos que s&o responsaveis pelas respostas Th1 e Th2 e pela secregao
de IgE (Léguillete et al., 2003; Jackson et al., 2004; Marinkovic et al., 2007), o que foi
evidenciado em animais com ORVA (Deaton et al., 2007).

O tratamento habitual é feito com a mudanga ambiental, reduzindo a exposi¢cao
de antigenos ambientais, associado a anti-inflamatérios esteroidais e
broncodilatadores combinados (Leclere et al., 2010). A administragdo sistémica de
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corticoides para o tratamento da ORVA se mostra a mais eficaz em casos graves,
mas provoca diversos efeitos indesejaveis (Dauvillier et al., 2011).

Em virtude da necessidade de terapia intermitente e de manutengdo em
equinos com ORVA, e dos efeitos colaterais associados a corticoterapia crénica em
equinos, este trabalho teve por objetivo avaliar a terapia celular autéloga com células
mononucleares da medula 6ssea dos animais com ORVA, e comparar sua eficacia
com a terapia convencionalmente utilizada, a base de corticoides segundo De Luca
et al. (2008).

A terapia celular vem sendo utilizada devido a sua capacidade de
repovoamento e regeneracgéao teciduais, assim como neovascularizagdo, uma vez que
as células-tronco tem capacidade de se diferenciar em tecido mesodérmico,
ectodérmico, e endodérmico, demonstrado in vivo e in vitro, gerando tecidos como
figado, pulméo, cérebro, coragdo, intestino, e musculo e também células endoteliais
(Cuende et al., 2012).

Além da diferenciacdo e replicacao celular, ha evidéncias de que um dos
efeitos benéficos (provavelmente o mais importante) de células derivadas de medula
ossea refletem em um mecanismo paracrino. Isso inclui a produgao de quantidades
significativas de citoquinas e fatores de crescimento com diferentes agdes, incluindo
a prevencao de apoptose, citoprotegcao das células nativas viaveis, efeitos anti-
inflamatarios, redugéo de fibrose, e o recrutamento de células especificas (Cuende et
al., 2012). A interagao entre os diferentes tipos de células, dependendo do meio de
cultura ou de onde se encontram, influenciam as interagdes paracrinas. (Kolbeet al.,
2011).

Existem resultados em murinos que foram desafiados a asma e tratados com
células mononucleares, que demonstram uma melhora importante na mecanica
pulmonar, com a reducado do colapso alveolar, de fibrose e de broncoconstrigdo.
Ocorreu ainda a reparagao do epitélio das vias aéreas, com reducéo da hipertrofia e
hiperplasia locais. Estes resultados foram alcangados com um pequeno grau de
enxerto pulmonar, sugerindo um papel importante dos efeitos paracrinos, e denotam
que a terapia com células mononucleares € um tratamento eficaz (Abreu et al., 2011).

A hipotese do presente estudo € que o grupo tratado com terapia celular
autdloga por células mononucleares, apresenta melhora clinica equivalente ao grupo

tratado com dexametasona via oral, para equinos com ORVA.

30



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Delineamento do estudo

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da PUCPR
sob o numero de registro 788. Foram estudados treze equinos mesti¢cos, de ambos
0s géneros, com a média de idade 16,3 + 2,2 anos e média de peso de 478,2Kg +15,8,
com histdrico de dispneia, intolerancia ao exercicio, corrimento nasal bilateral, tosse
e auséncia de febre. Foram desverminados e vacinados contra Herpes-virus tipos | e
IV, tétano e influenza. Trés deles pertenciam ao Regimento de Policia Militar Montada
do Parana, e assim, permaneceram em atividade, sendo mantidos estabulados
durante todo o experimento, o restante pertencia a Pontificia Universidade Catdlica
do Parana, e permaneceram a pasto por trés meses antes do inicio do experimento.
Todos os equinos foram clinicamente e hematologicamente avaliados, excluindo que
qualquer enfermidade estivesse presente. No periodo que antecedeu o tratamento,
os cavalos eram alimentados com de racao peletizada, aveia amassada e feno de
graminea ad libitum bem como agua.

Os cavalos permaneceram sem medicagdo prévia por no minimo 7 dias
(Venugopal et al., 2013), foram aleatoriamente separados em dois grupos, sendo o
grupo controle positivo Gdex (n=4), onde os animais receberam dexametasona e, o
Gcel (n=4) onde os cavalos receberam a instilagcdo traqueal com células
mononucleares autologas derivadas da medula ossea.

Ambos os grupos foram induzidos a crise tendo feno sacudido préximo as
narinas por dois minutos ao dia (Racinneet al., 2011) e suas camas eram reviradas 4
minutos por dia (Joubert et al., 2011) ambos os procedimentos foram repetidos por
aproximadamente duas semanas (Figura 1). Apos a indugao e a obtengao do escore
clinico de no minimo 10 pontos (Tesarowskiet al.1996), todos os animais
permaneceram estabulados mas tiveram como parte do tratamento a alteragao
ambiental, realizada com a substituicdo do feno por verde fresco e ragao peletizada,
minimizando contato com alérgenos (De Luca et al. 2008).

Foi utilizado como critério de inclusdo no estudo animais com o fenétipo da
ORVA observado através dos sinais clinicos manifestados pelos equinos (equinos
que apresentaram expiragdo abdominal prolongada, tosse e presenca de muco nasal,
sem febre concomitante) (Kutasiet al., 2011; Erck-Westergrenet al., 2013), pontuagao
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acima de 10 no escore clinico conforme Tesarowskiet al. (1996) e neutrofilia 225% no
LBA (De Luca et al., 2008).

Durante o tratamento, os cavalos de ambos os grupos foram reavaliados em
sete e 21 (Figura 1) dias (Leclere et al. 2010; Cruz et al. 2012), com a mesma

metodologia usada em todo o trabalho (tépicos 3.2.4).

Figura 1: Linha temporal do estudo. Linha do tempo de ambos os grupos de cavalos
com obstrucao recorrente das vias aéreas tratados com instilagdo traqueal de células
mononucleares derivadas da medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex),

avaliados sete e 21 dias apds o inicio dos tratamentos.

Tratamento com dexametasona

/\
* 4 N\
0d 7d 21d
Inicio Inducao Avaliagao Avaliacao Avaliagao
& @ &
Gdex & 1 1
Os animais permaneceram Periodo de indugao
a pasto durante trés meses duas semanas
Geel & — -
l @ &= =
Inicio Coleta de Inducéo Avaliacao Avaliacao Avaliacao
medula 6ssea 0d 7d 21d
Instilagao de
mononucleares

Permaneceram estabulados

4.2.2 Obtencao e processamento da medula 6ssea

Os animais foram sedados com acepromazina 1% IV (0,05 mg/kg de Acepran
1% IM- Univet®), higienizados, tricotomizados e anestesiados com lidocaina 2%
(Alves et al. 2012) no local da coleta, entre as quarta e sexta esternébras (Kasashima
et al., 2011). Fez-se antissepsia local e posteriormente, adminitrou-se xilazina 10%
(Sedomin® - Kinig®, 0,5mg / kg de peso corporal IV) (Hoffman 2008) associada
ab0mg de cloridrato de petidina por via intravenosa. Foram aspirados 200ml de
medula 6ssea de cada animal, usando agulha de coleta de medula 6ssea Jamshidi
(Angiotech®, Gainesville, Florida, USA), 11G x 10cm, em 30 seringas de 20ml
previamente preparadas com 7ml de IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium -

Sigma-Aldrich) e 0,5% de heparina sodica 5000Ul/ml (Hemofol®), sempre
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preservadas em isopor com gelo, mesmo apos a coleta, até a chegada ao laboratorio.
Sob a camara de fluxo, as amostras foram colocadas em tubos conicos de 50ml para
centrifuga, foram retirados 300pl de seu conteudo, filtrados em malha de 100um
(Cellstrainer - BD®), para contagem de células no contador Mindray (BC 2800). Apds
a verificagao da contagem, as amostras foram processadas de acordo como descrito
por Boyum adaptado (1968). A medula éssea foi centrifugada a 650g por 30 minutos,
e a camada que se formou entre o plasma e a papa de hemacias foi retirada e
colocada em um tubo cénico de 50ml com 20ml de IMDM.

Este conteudo foi colocado sobre o gradiente de densidade
Ficoll/Histopaque®-1077 (Sigma®) e novamente centrifugado a 650g por 30 minutos,
onde ocorre a formacgao do anel de células mononucleares. Este foi cuidadosamente
pipetado e colocado em tubo cdnico de 50micom IMDM, posteriormente centrifugado
a 400g por 10 minutos, onde se obteve o pellet de células mononucleares. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em aproximadamente 20ml
de IMDM, de onde 300ul foram retirados para a contagem celular pés isolamento.

Apods a determinagao do numero de células, o material foi preparado para o
congelamento. O meio de congelamento era constituido de10% Soro Fetal Bovino,
10% dimetilsulféxido (DMSO) e 80% células mononucleares em IMDM. Armazenado
em bolsas secas de transfusdo acondicionadas a -80°C por 24 horas e depois
transferidas para o nitrogénio liquido a -192 °C até o momento da realizacdo da
terapia celular.

No dia da instilagdo das células mononucleares, estas eram descongeladas
em banho-maria a 37°C, lavadas em IMDM, centrifugadas a 400g por 10 minutos,
descartando o sobrenadante e ressuspendendo em 14ml de solugao fisioldgica (NaCl
0,9%). Em seguida estas eram filtradas em malha de 100um (Cellstrainer - BD®),
sendo 300pl destinados a contagem de células no contador Mindray (BC 2800).

Outra aliquota de células foi corada separada e destinada a citometria de fluxo
para verificar a viabilidade das células (Abreu et al., 2011; Carter-Arnold et al., 2013).
Finalmente, eram adicionados 5ml de soro autdlogo do paciente e armazenadas no

volume total de 20ml destinados a instilagao.
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4.2.3 Avaliagao clinica, endoscopica e lavado broncoalveolar

As avaliagdes clinicas foram realizadas antes e apds os tratamentos, sempre
por dois médicos veterinarios, quais ndo sabiam dos tratamentos realizados, e
incluiram medi¢oes de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), tempo
de preenchimento capilar (TPC) e temperatura retal (TR), avaliacdo de mucosa nasal
e corrimento nasal; linfonodos submandibulares e retrofaringeos, reflexo de tosse,
ausculta e percussao pulmonar; e avaliacdo de esforgco abdominal durante a
respiracao e avaliagdo esndoscopica (McGorumeDixon, 2007; Mickovick et al.,2007).
A partir do exame fisico atribuiu-se um escore clinico conforme Tesarowski et al.
(1996).

Todas as avaliacbes foram procedidas com os animais em repouso € no
periodo matutino. Embora ndo tenha sido provada a influéncia na contagem celular
do LBA de animais com ou sem exercicio prévio, ha uma diferenca na quantidade de
muco nas vias respiratérias, que costuma ser maior logo apds o exercicio (Hoffman
2008).

Para a coleta do LBA foi realizada sedagédo com detomidina (0,005 mg / kg de
peso corporal IV) (Hoffman 2008; Pacheco et al., 2014) e cloridrato de petidina
(50mg/ml, 1ml 1IV). Para a endoscopia respiratéria foi utilizado um fibroscopio flexivel
Olympus de 170 cm de comprimento e 12 mm de didmetro, introduzido por uma das
narinas conduzindo-se o exame até a bifurcacao da traqueia.

Fez-se a avaliagao da quantidade, coloragao e viscosidade de muco traqueal,
bem como espessura da carina, também chamada de septo traqueal , conforme
Gerber et al. (2004), onde o valor atribuido para o acumulo de muco é tanto maior
quanto maior for sua quantidade, variando de 0 a 5; o valor atribuido para a coloragao
do muco é tanto maior quanto maior for sua transparéncia, variando de 1 a 5; o valor
atribuido para a viscosidade do muco é tanto maior quanto maior for sua aderéncia,
variando de 1 a 5.

Para a realizacao do LBA, um cateter flexivel de silicone marca Cook (V-PBAL-
300, Cook Vet Products, Hamburg, Alemanha), de 300 cm de comprimento e 8 mm
de diametro, foi introduzido por uma narina até parar em um segmento de brénquio,
onde foram instilados 500ml de solugdo NaCl 0,9% levemente aquecida (Hoffman
2008; Michelotto 2010), em quatro etapas de 120ml de instilacdo e recuperagao

consecutiva até completar o volume total.
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O LBA foi conservado em ambiente refrigerado até chegar ao laboratério, onde
foi centrifugado a 340g em 4C por 6 minutos (Michelotto 2010). Parte do sobrenadante
foi retirado e congelado a -20°C para analises futuras. O pellet foi ressuspendido em
parte do sobrenadante e fez-se esfregaco em Iamina citolégica, corado em método
Diff-Quick e feita a contagem diferencial de células em aumento 1000x (Hoffman,
2008).

4.2.4 Tratamentos

O grupo Gdex foi tratado com dexametasona, recebendo inicialmente
0,165mg/kg VO 24h por sete dias, seguindo 0,083mg/kg VO 24h por sete dias e,
0,04mg/kg VO por mais sete dias, totalizando 21 dias de tratamento (De LUCA et al.,
2012).

No grupo Gcel, procedeu-se a sedagao com xilazina 10% (0,5mg / kg de peso
corporal IV) (Hoffman, 2008) para assim realizar o transplante autélogo de células
mononucleares, sendo previsto a instilagdo de uma suspensado contendo entre

500x10° e 1x10° células mononucleares, concentradas em 20mL de volume total, em

Unica dose.

O procedimento foi realizado com auxilio do endoscopio, sendo posicionado
proximo a bifurcacdo da traqueia, utilizando-se uma sonda de polietileno estéril
inserida pelo canal de trabalho do endoscoépio, depositando-se a suspensao de
células na regiao da carina. Apoés a instilagéo das células, os animais foram mantidos

por 10 minutos com a cabeg¢a em posig¢ao natural, sem abaixar, até o retorno a baia.

4.2.5 Analise estatistica

Para a analise dos resultados nos periodos de avaliagédo, em cada grupo, se
utilizou a analise de variancia (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de
multipla comparacgéo, e teste t de student para a comparagdo entre grupos nos
mesmos momentos de avaliagcdo, utilizando GraphPadPrism versao 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA). Os valores sao
apresentados como média * desvio padrao da média (SD), e valores de p<0,05 foram

considerados como significativos.
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4.3 RESULTADOS

ApOs a coleta de medula 6ssea procedida na regido do esterno, os animais
permaneceram higidos, sem quaisquer alteracdes fisicas ou comportamentais. A

média de células obtidas foi de 22,59 x 10° +8,21 células, no momento prévio ao
isolamento. Apos o isolamento das células, a média ficou em 2,02 x 10° +0,93
CMNDMO. Apés o descongelamento da suspensao, a média de células conseguidas

para a realizagao dos tratamentos foi de 972,2 x 10° +313,9 células (Tabela 2).

Tabela 2: Isolamento e congelamento de células mononucleares. Quantidade de
células mononucleares obtidas a partir de 200 mL de medula éssea (esterno) de
quatro equinos com obstrugcdo recorrente das vias aéreas. Esta demonstrado o
niumero meédio de células +SD, nos momentos de obtencdo e apds o

descongelamento para o transplante.

Contagem pré- Contagem pds- Recuperagdo Contagem pdés-  Recuperagdo no

isolamento isolamento noisolamento descongelamento descongelamento Viabilidade
x 10° x10° % x10° % %
22,6+8,2 2,0£0,9 9,0+£2,0 972,2+313,9 54,0+14,0 93,2+3,8

Dois dos treze animais apresentaram desconforto abdominal durante o periodo
de inducdo a doenca. Estes foram examinados e, como n&o houve evolugdo do
quadro, permaneceram no processo de inducao até que se obtivesse o quadro clinic
o da ORVA e o escore de Tesarowski et al. (1996) desejado. Permaneceram no
estudo apenas oito equinos, os demais animais ndo alcangaram o escore clinico
desejado e foram excluidos do estudo.

No presente estudo, todos os animais apresentavam esforgco abdominal
expiratorio, percebido pela hipertrofia da musculatura abdominal obliqua, formando o
que se denomina linha de heaves. Apés ambos os tratamentos, houve diminuigdo do
esforco respiratorio, constatado diminuicdo da percepcédo da linha de heaves e
diminuicdo do escore clinico (Tesarowski et al.; 1996) para os dois grupos, sem
qualquer diferencga significativa entre os tratamentos, observado nos graficos (Figuras
2A e 2B).
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Figura 2: Resultados de esforgo respiratorio - (A) escore clinico segundo Tesarowski
et al. (1996) e (B) presencga de esforgo respiratério. Ambos de cavalos com obstrugao
recorrente das vias aéreas tratados com instilagao traqueal de células mononucleares
derivadas da medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21
dias apos o inicio dos tratamentos. Valores apresentados como média xSD,

evidenciando diferenca significativa entre o periodo inicial e os demais em ambos os

grupos.
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Embora alguns animais tenham apresentado diferenca na espessura da carina,
isso nao foi significativo em nenhum dos grupos durante todas as avaliagbes (Figura
3A). As quantidades de muco traqueal observadas no exame endoscopico nao
diferiram entre os grupos e momentos de avaliagéo (Figura 3B).

A coloragédo do muco nao apresentou alteragées no grupo Geel nos momentos
de avaliagéo, porém no grupo Gdex apresentou diferenga entre os dias 0 e 21 com
p<0,05, indicando que o muco tendeu ao incolor (Figura 3C). A viscosidade do muco
também regrediu no mesmo periodo de avaliagdes no grupo Gdex (p<0,05) indicando

que o muco aparentemente adquiriu maior fluidez (Figura 3D).
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Figura 3: Avaliagdo endoscoépica e graduacdo de muco — (A) Avaliagdo do septo
traqueal ou carina por endoscopia respiratéria de animais com obstrugcao recorrente
das vias aéreas tratados com instilacédo traqueal de células mononucleares derivadas
da medula éssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias apés
0 inicio dos tratamentos; (B) Avaliagcdo do acumulo de muco conforme Gerber et al.
(2004) de animais com obstrugao recorrente das vias aéreas tratados com instilagao
traqueal de células mononucleares derivadas da medula o6ssea (Gceel) e
dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias ap6és o inicio dos tratamentos;
(C) Avaliagao da coloragdo do muco conforme Gerber et al. (2004) de animais com
obstrucdo recorrente das vias aéreas tratados com instilacdo traqueal de células
mononucleares derivadas da medula éssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex),
avaliados sete e 21 dias ap6s o inicio dos tratamentos; (D) Avaliagao da viscosidade
do muco conforme Gerber et al. (2004) de animais com obstru¢ao recorrente das vias
aéreas tratados com instilacido traqueal de células mononucleares derivadas da
medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias apds o

inicio dos tratamentos;
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A quantidade de LBA recuperado nao diferiu entre os grupos e momentos de
avaliagdo, assim como n&o houve diferenga significativa na contagem de células
totais do LBA (Tabela 3 e Figuras 4A e 4B).

No presente estudo, o numero percentual médio de neutréfilos foi menor na
avaliacio do dia sete bem como no dia 21, tanto no Gdex quanto no Gcel, em relagéo
a avaliacao inicial (Tabela 3 e Figura 5A). Nao houve diferenga na comparagao entre
0S grupos nos momentos de avaliagao.

Evidenciou-se aumento no numero de macroéfagos, que foi significativo nos
dias 7 e 21 de ambos os grupos em relacéo a avaliacao inicial (Tabela 3 e Figura 5B).

N&o houve diferenga na comparagao entre os grupos nos momentos de avaliagao.

Tabela 3: Volume recuperado no LBA e perfil citolégico. Avaliagdo do percentual de
lavado broncoalveolar recuperado, do numero total de células e da contagem
diferencial destas células em animais com obstrucdo recorrente das vias aéreas
tratados com instilacdo traqueal de células mononucleares derivadas da medula

ossea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias ap6s o inicio dos

tratamentos.
LBA recuperado total de células Neutroéfilos Macrofagos Linfécitos
% cel/ul % % %

Gdex Od 48,1 +8,8 76,5+£32,3 63,0+13,8 24,2 +11,6 10,5+4,5
Gdex 7d 60,2 +6,9 125,7 £67,5 15,75 % 7,4* 61,2 ¢ 7,9' 17,2+3,8
Gdex 21d 49,3 +12,0 82,2 +20,2 15,0 £ 10,7* 60,0 = 21,8* 17,5111,9
Gcel 0d 49,2 + 14,4 145,5+180,6 53,0+21,4 26,0%6,1 18,5+17,2
Gceel 7d 53,6 +15,4 76,6 + 24,8 19,0 £ 21,6’ 52,2+ 18,8* 25,5+18,3
Gceel21d 51,6 +12,5 80,4 + 25,1 21.7 % 30,3* 54,7 + 23,3‘ 19,5+15,4

*Diferente significativamente da avaliagao do dia 0 do mesmo grupo (p<0,05)

No Gdex a maior média do percentual de linfécitos 17,5 £8,0 foi no dia 21 e no
Gcel no mesmo periodo foi de 22,5 £13,2. Porém ndo houve diferenca estatistica
significativa no numero de linfocitos (Figuras 5E e 5F) entre os valores dos dias, bem

como entre os tratamentos. Isso coloca os tratamentos equiparados, ou seja, a terapia
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celular obteve resultados similares ao tratamento ja difundido a base de

dexametasona.

Figura 4: Avaliacao do volume de LBA recuperado e células totais - (A) Avaliacdo do
percentual de recuperacao do LBA de animais com obstrucdo recorrente das vias
aéreas tratados com instilacdo traqueal de células mononucleares derivadas da
medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21dias apds o
inicio dos tratamentos;(B) Avaliacao do numero de células totais do LBA de animais
com obstrucao recorrente das vias aéreas tratados com instilacdo traqueal de células
mononucleares derivadas da medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex),

avaliados sete e 21 dias apds o inicio dos tratamentos.
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Figura 5: Avaliagao do perfil citolégico do lavado broncoalveolar (LBA) - (A) Avaliacao
do percentual de neutréfilos no LBA de animais com obstrugcao recorrente das vias
aéreas tratados com instilacdo traqueal de células mononucleares derivadas da
medula 6ssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias apds o
inicio dos tratamentos;(B) Imagem de um esfregaco de LBA de um cavalo com
obstrucdo recorrente das vias aéreas com neutrofilia na avaliagao inicial ou dia 0,
destacando neutréfilos; (C) Avaliagao do percentual de macréfagos no LBA de
animais com obstrugcéo recorrente das vias aéreas tratados com instilagao traqueal
de células mononucleares derivadas da medula éssea (Gcel) e dexametasona oral
(Gdex), avaliados sete e 21 dias apo6s o inicio dos tratamentos; (D) Imagem de um
esfregaco de LBA destacando macréfagos alveolares de um cavalo com obstrugao
recorrente das vias aéreas; (E) Avaliagdo do percentual de linfécitos no LBA de
animais com obstrucéo recorrente das vias aéreas tratados com instilacéo traqueal

de células mononucleares derivadas da medula éssea (Gcel) e dexametasona oral
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(Gdex), avaliados sete e 21 dias ap6ds o inicio dos tratamentos; (F) Imagem de um
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4.4 DISCUSSAO

No presente estudo, testou-se a hipdtese de que células mononucleares
derivadas da medula O0ssea podem, a exemplo do observado em modelo de
camundongos asmaticos (Abreu et al., 2011; Cruz et al., 2012; Abreu et al., 2013),
apresentar efeito benéfico em quadro inflamatdrio pulmonar em cavalos com ORVA
(asma dos cavalos), o que ndao se tem conhecimento de ter sido reportado
anteriormente. A fonte de medula 6ssea escolhida foi o esterno pela facilidade e
qualidade de obtencdo, pois embora a crista iliaca seja uma fonte confiavel de
CMNDMO de equinos, em cavalos de meia-idade € mais recomendado a aspiragao
no esterno (Delling et al., 2012), podendo ser procedida em multiplas pungdes da
mesma esternébra, sendo o mais indicado aspirar entre 4° e 6° esternébra
(Kasashima et al., 2011).

A quantidade de células mononucleares instilada foi estipulada entre 500
milhdes e 1 bilhdo de células, e foi estabelecida baseada em parametros de terapia
celular em tenddes de equinos, que usa uma dose a partir de 10 e 20 milhdes (Godwin
et al., 2012; Schnabel et al., 2013) e na terapia celular humana, que para tratar casos
graves de isquemia em membros, usa cerca de 1,7 bilhdes de células (Murphy et al,
2011). Como nao se tem referéncia em terapia celular em vias aéreas de equinos, €
possivel que a quantidade de células, bem como o numero de aplicagcbes sofra
variagbes com o avango cientifico e a obtengcao de maiores esclarecimentos a
respeito.

A quantidade desejada de medula Ossea para se conseguir 0 numero
estabelecido de células foi 200 mL, obtida sem dificuldade, o que possibilitou utilizar
uma grande quantidade de células em um processo rapido que dispensou o cultivo
celular, resultando em tratamento economicamente mais acessivel em relagdo ao uso
de células-tronco. Houve, porém, uma grande redugdo do numero de células
mononucleares no isolamento, restando apenas 9% *2% do valor inicial de células
viaveis, onde outros autores encontraram uma média de recuperagao de células
mononucleares derivadas da medula 6ssea de 44,0% +30,0% tendo o esterno como
fonte e 43,0% £29,0% tendo a crista iliaca (Adams et al., 2013). Provavelmente isso
ocorreu por diferencas de protocolos, possivelmente pela falta da filtragem da medula
Ossea logo apos a coleta, etapa que néo foi procedida no presente estudo, e/ou baixa

dose de anticoagulantes empregada, ja que os equinos possuem alta taxa de
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agregacao celular, aderindo as mononucleares e reduzindo sua taxa de isolamento
(Alves et al., 2009).

ApoGs o descongelamento, o percentual de recuperagao das células foi de 54%
+14% de células biologicamente ativas, os outros 46% ficam retidos na malha de
fitragem ou morrem durante o processo. Ndo se tem definidos parametros de
recuperacao apos o descongelamento, em equinos. Em humanos, o percentual de
recuperagao apo6s o descongelamento € de aproximadamente 75,4% +£13,0% (Rowley
et al., 1994). Entretanto, a viabilidade das células foi de 93,24% 3,84, o que foi
superior aos valores encontrados em outros trabalhos com cerca de 86% de
viabilidade celular apdés o descongelamento (Alves et al., 2009; Ribeiro et al., 2012).
Embora tenha havido algumas quebras no processamento das células
mononucleares, o numero de células viaveis obtidas no final de todo o processo e
destinadas ao transplante permitiu executar a terapia celular na dose estipulada
inicialmente.

Os animais em ambos os grupos apresentaram o feno6tipo de ORVA com
manifestacao clinica da doenga, e embora testes de avaliagdo da fungao pulmonair,
ou de nivel de O% e CO?, ndo tenham sido executados, demonstrou-se anteriormente
que animais com escore elevado de ruidos respiratorios anormais e tosse, tiveram
reducdo acentuada da PaO? (Rettmer et al., 2014), sugerindo que a indugédo da
manifestacao clinica da ORVA, pelo aumento no escore clinico estabelecido, resultou
em comprometimento da troca gasosa nos animais investigados, no momento prévio
ao inicio dos tratamentos. Portanto, procurou-se a avaliagéo criteriosa dos animais,
realizada por dois profissionais experientes, através do escore clinico descrito por
Tesarowski et al. (1996). Os animais do presente estudo, foram aleatoriamente
distribuidos para um dos grupos de tratamento quando chegaram no escore clinico
desejado minimo de 10.

A confirmagéo do diagnéstico de ORVA deu-se pela avaliagdo endoscépica,
observando a graduacdo de muco traqueal (Gerber et al.,, 2004)e a quantidade
percentual de neutrofilos. Com relagdo a quantidade de muco traqueal, observou-se
alteracdes importantes no aspecto das vias aéreas inferiores, como a presenca de
muco e sua localizagdo e coloragdo durante o quadro inflamatério da ORVA. O
esforco respiratorio, a tosse e a dilatagao das narinas também estiveram presentes
nos animais induzidos que desenvolveram o quadro da doenca e foram fortemente
associados com a inflamacao das vias aéreas em outros cavalos com ORVA. Dessa
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maneira os sinais clinicos e os achados endoscépicos foram conjugados ao histérico
dos animais, bem como o percentual de neutréfilos >25% no LBA. (Leclere et
al.,2011).

A sedacao com xilazina durante a terapia celular foi uma opcéao utilizada para
proporcionar conforto aos animais, ja que esta confere relaxamento da musculatura
lisa e broncodilatagdo, conferindo uma maior capacidade de ventilagcdo pulmonar
(Watney e Hall, 1988), ao mesmo tempo que manteve os cavalos cooperativos e sem
tosse durante o tratamento, assegurando que toda a dose instilada permanecesse
nas vias aéreas inferiores.

O LBA, procedido ap6s a avaliagao endoscopica, foi mensurado e comparado
em todos os tempos e tratamentos, demonstrando que nado houve diferenca no
volume recuperado assim como nao houve diferenga significativa na contagem
diferencial de células assim como encontrado por outros autores (Michelottoet al.
2010), contrariando outros estudos, onde quanto mais grave a enfermidade
inflamatdria pulmonar, menor o volume de LBA recuperado (Miskovic et al., 2007;
Hoffman 2008 Koblinger et al., 2011).

O macrofago alveolar tem um importante papel no desenvolvimento do fenétipo
da ORVA, e sua ativagao ao entrar em contato com o alérgenos éo que desencadeia
a resposta inflamatoria (Laan et al., 2006), promovendo a liberagéo de citocinas pro-
inflamatdrias que entre outras atividades atrai os neutrdfilos (Joubert et al., 2011; Laan
et al., 2006). Muito embora o numero de macréfagos tenha aumentado, isso nao
significa que o grau de atividade fagocitaria também tenha aumentado, sendo
possivel que apesar do maior numero de macrofagos, os mesmos nao estivessem
ativados (Laan et al., 2006; Aharonson-Raz, 2012). O que se sabe € que houve um
retorno do perfil celular ao que é considerado normal de um animal com o ambiente
pulmonar saudavel, evidenciado em ambas as terapias investigadas, de forma
bastante equiparada, sugerido que este ambiente estivesse sofrendo um processo de
remissao da doenca, ja que os macrofagos sao as células mais abundantes no
pulmao saudavel (Lessa et al., 2007; Michelottoet al. 2010).

A neutrofilia 225% (De Luca et al., 2008) nas avaliagdes dos dias 0 chegaram
ao percentual de 53,2 +14,2 no Gdex e de 63,0 £10,0 no Gcel,0 que além do quadro
inflamatdrio, denota um quadro grave da doencga. Esse perfil celular foi modificando

ao longo do experimento denotando um quadro leve de inflamag¢ao pulmonar, onde o
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numero de neutrdfilos ficou entre 5 e 25% (Koblinger et al. 2011; Kutasi et al., 2011;
Fernandez et al., 2013).

O percentual de linfécitos considerado normal em fluidos broncoalveolares
pode variar muito nos cavalos, sendo considerado normal até 35% (Robinson 2001),
como em ambos 0s grupos, nao havendo diferengas significativas entre os dias ou os
tratamentos.

Embora na maioria dos cavalos acometidos por ORVA, a remissao clinica
possa ser alcangada mantendo os cavalos no pasto para reduzir a sua exposigao a
alérgenos, isso muitas vezes nao € possivel devido a atividade desportiva, ou nem
sempre € significativa (Jackson et al., 2000).Portanto, os animais de ambos os grupos
foram mantidos estabulados, tendo o manejo alterado de forma a reduzir o contato
com alérgenos retirando-se os alimentos que possuem maior quantidade de poeira,
0 que pode ter aumentado o resultado benéfico dos tratamentos (Laan et al., 2006).

Além do diagnéstico precoce da ORVA, um tratamento adequado ¢é
fundamental. Muito embora haja uma melhora significativa com a terapia sistémica
com dexametasona oral, sabe-se que os efeitos adversos dos corticoides podem
colocar o paciente em risco (Dauvillier et al., 2011; De Luca et al., 2008). Portanto, o
aprimoramento de outras terapias € fundamental como alternativa aos corticoides,
tanto para os cavalos, como para as pessoas com asma. A terapia celular tem seus
efeitos benéficos estudados em modelos de doenga respiratoria alérgica, mas nao
havia sido demonstrada em cavalos. Desta forma, os efeitos deletérios apresentados
pelos corticoides podem ser evitados, ou minimizados no caso do uso conjunto de

ambas, o que nao foi investigado no presente estudo.

4.5 CONCLUSAO

Como o proposto por este estudo, a terapia com células mononucleares a partir
da medula 6ssea foi benéfica, atenuando o quadro inflamatério em cavalos com
obstrucdo recorrente das vias aéreas, comparando-se aos efeitos da dexametasona.
Abre-se um novo caminho terapéutico, através da terapia celular, para as doengas
cronicas das vias aéreas de equinos, necessitando-se de mais estudos a fim de se

entender melhor e identificar seus mecanismos.
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CAPITULO 5

5.CONSIDERAGOES FINAIS

A obstrugdo recorrente das vias aéreas (ORVA) é uma enfermidade
respiratéria cronica dos equinos e causadora de limitagcbes a pratica esportiva, bem
como depreciadora da qualidade de vida do paciente. Em muito se conseguiu evoluir
nos moldes tradicionais de tratamento, nenhum deles no entanto, foi capaz de
proporcionar melhora continua e/ou regressdo dos danos causados pela
enfermidade, principalmente no que se refere ao remodelamento pulmonar.

Estamos apenas iniciando um trabalho, que concomitantemente vem sendo
feito em outros modelos como camundongos e ratos. O cavalo porém é um portador
natural da doenga, e, assim como os seres humanos manifesta sinais da asma, o que
pode ser acompanhado pelas avaliagbes clinicas, fazendo com que resultados
obtidos de seus estudos possam ser utilizados como testes pré-clinicos.

Embora testes de fungéo pulmonar ndo tenham sido realizados neste estudo,
alguns autores citam que um historico detalhado do animal, assim como os exames
clinicos bem realizados, possibilitam chegar ao diagnéstico de ORVA com coeréncia,
permitindo destinar um tratamento adequado a doenca e possibilitando uma
interrupcdo do processo inflamatorio, sem que este se perpetue e cause danos
irreversiveis.

Como nem sempre os exames complementares sao possiveis de serem
realizados, antes que haja um agravamento do quadro com comprometimento do
epitélio pulmonar, sendo possivel indicar um tratamento baseado nos sinais e nos
critérios de gravidade clinica (Leclere al., 2011)

Abrem-se algumas alternativas terapéuticas que sao pouco exploradas ainda,
como a terapia celular com células mononucleares derivadas de medula 6ssea, que
no caso deste projeto, dispensou o cultivo, reduzindo os custos e tornando-a mais
acessivel. A terapia celular vem sendo difundida em muitas frentes, e aqui em
especial, tinhamos a perspectiva de melhora do quadro clinico com a modulagao da
resposta inflamatéria no ambiente em que se instala.

Como resultados tanto a terapia com dexametasona quanto a terapia celular

demonstraram decrécimo do esforgo respiratorio que se manteve entre sete e 21 dias,
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e decrécimo no escore de Tesarowski e autores (1996), que foi progressivo ao longo
dos periodos, equiparando ambas as terapéuticas nestes quesitos.

Fatores relacionados ao aspecto do muco como localizagédo, coloracdo e
viscosidade mudaram da avaliagao inicial a final, porém isso nao foi significativo no
grupo que recebeu a terapia celular. Houve porém uma redugdo acentuada da
neutrofilia no LBA, obtida com éxito. O restabelecimento do numero de macréfagos
alveolares também foi um passo importante, fazendo com que esse tipo celular
voltasse s ser predominante no LBA.

As terapias tiveram efeitos semelhantes na maioria dos aspectos avaliados,
estabelecendo um novo caminho para pesquisas em terapia celular nas vias aéreas
de equinos e humanos.

Ainda ndo compreendemos o quao duradouro sera o efeito da terapia com
células mononucleares, assim como nos € insuficiente o conhecimento da sua
efetividade na involugao da doenca e na regeneragao do trato respiratorio inferior.
Portanto, deixamos um vasto caminho a ser explorado pela nossa equipe de trabalho

e por todos os demais que queiram imergir neste tema.
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APENDICE A

FICHA CLINICA EXAME RESPIRATORIO

Proprietario:

Nome do animal:

Data e hora:

EXAME GERAL

Comportamento: ( ) normal (

) deprimido ( ) Grau de escore corporal: (

]

Posigdo: ( ) estagdo () decubito esternal intermitente/ constante ( ) decubito abdominal intermitente/ constante
Ingestao de alimentos: ( ) normal ( ) inapeténcia ( ) anorexia

FC: FR: Temperatura corporal: TPC

Pele: ( ) Urticariia ( ) Lesdes de Alopecia ( ) D ¢ao| Local da lesdo:

OPG:

AVALIACAO AMBIENTE

Tamanho cocheira:

largura x profundidade x altura

Cama: ( )serragem ( ) sepilho ( )feno

Cheiro cocheira ( ) agradavel ( )odor de urina ( ) odor muito forte de urina

Poeira e sujeira cocheira () limpa (

) pouca poeira ( ) muita poeira ( ) muito suja

ALIMENTACAO

Aveia:( ) sim ( ) ndo (

) achatada ( ) molhada

Ragéo Peletizada : ( )sim ( )nédo

Feno de Gramire ( ) sim ( )ndo

Alfafa fenada: ( ) sim ( )ndo Capim frescom: ( ) sim ( )néao
EXAME ESPECIAL DO TRATO RESPIRATORIO
Caracteristicas da Respiracdo
Amplitude: Tipo: Modo:( ) eupnéia OBS:
( ) normal ( ) costabdominal ( )dispnéia ( ) inspiratéria
() superficial ( ) costal ( ) expiratémd
( ) profunda ( ) abdominal ( ) mista
Postura: () normal Secrecao nasal: ( ) ndo ( ) sim ( ) Grau: ( B) (1
( ) ortopnéica ( ) direita (  ¢squerda
( ) cabecgalpescogo distendidos serosa ( ¥ & )
( ) respiragao bucal () intermitente mucosa ( y % )
( )constante purulenta ( ¥ A )
Tosse espontanea ( )ndo ( ) sim Reflexo de Tosse ( ) nao ( ) sim
( ) superficial ( ) seca ( ) supeitial ( ) seca
( ) profunda ( ) Omida ( ) profunda ( ) damida
Ar expirado: ( ) direita ebquerda
temperatura: () normal ( ) aumentada ( ) normal ( )aumentada
fluxo: ( ) normal ( ) diminuido ( ) normal ( )diminuido
odor: ( ) normal ( ) alterado .......ceuens ( ) normal ( ) alterado........
Mucosa nasal: ( ) direita ( ) esquerda Muflo: ( ) normal
( ) normal ) normal ( ) ressecado
( ) hiperemia-grau( ) (13) ( ) hiperemiagrau( )(13) ( ) fissuras
Estridor LaringeTraqueal: Laringe/Traquéia
( ) ausente Palpagdo Auscultagdo
( ) presente ( ) normal RLUT( ) normal
( ) inspiracdo ( ) sensivel (3) ( ) aumentado (3)
( ) expiragdo ( ) frémito traqueal (8) ( ) diminuido-§)
() tipo () Crepitagdo ) (8)
RTB? ( ) normal ( ) direito ( )esquer
( ) aumentado (3) ‘E7 //
() diminuido (8) 1
RBB® ( ) normal ( )direito ( )esquerdo
() aumentado ¢8) — <
() diminuido (B)
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FICHA CLINICA EXAME RESPIRATORIO

AUSCULTACAO | CREPITACAO GROSSA |( ) ausente ( ) direito 7 ( ) esque 7
( ) presente (8) // ‘E
CREPITACAO FINA ( ) ausente () direito —~ ( )esquerdo =
te (8 L~
() presente (8) P //
SIBILO ( ) ausente ( )direito — ( )esquer
( ) presente (8) v ‘E
1
RONCO ( ) ausente () presente (3)
PROPAGAGAO ( ) normal () direito e ( ) esquerd P
CARDIACA ( ) aumetada (13) // //
PERCUSSAO |( ) normal ( ) Timpanico () direito —y ( )esquerdo —p
() Submacico 7 L~
() Macicez horizontal 1 1
TRATADO PELA ULTIMA VEZ EM:
ENDOSCOPIA
Narinas:
Faringe::

Hiperplasia Folicular Linféide: ( )0 ( )1 ()2 ( )3 ( )4 ()5

Laringe:

Tamanho da Epiglote ( ) normal ( )hipoplasico
Forma da Epiglote ( ) normal ( )desvio axial
Aritendides (neurolaringopatia): ( )1 ( )2 ( )3 ( )4

Traquéia:

Sangue:( )0 ( )1 ()2 ()3 ( )4 ()5

Espessuracarina: ( )0 ( )1 ( )3

OBS:
a) Accumulation

01234567891 1234567892123456789312345678941234567895

None Little Moderate Marked Large Extreme
Clean, singular Multiple small blobs Larger blobs Confluent  Stream-forming Pool-forming Profuse amounts

c¢) Aoparent viscositv
b) Localisation and stickiness 124682 2468324684246805
. V. fluid Fluid Intermediate  Viscous V. viscous

L
N
d) Colour
1.2.4.6.8.2.2.4.6.8.3.2.4.6-8-4.2.4.6.8.5
Ventral Lateral Dorsal Threadina Yellow White Colourless

59



~

APENDICE B

wn
~

TvioL

Sp|al} BUN| [BJJUSA PUE |SIOp papueaxa

pJa1} Bunj [ewiou

2JUBUOSaJ d1deIoYy |

|ewsAxo.ed

SESTOEST]

auou

ysnon

juasaia

auou

S9Za3YM

juasaid

auou

sappes)

SPUNOS |BSIOP PUB [BJJUAA 3|qIpne

(punos Jejngny) |ewJou

Sau0} |elyduoig

JuswaAow sndnw

A}SUD3UI U] aSEIIU]

(punos Jejngny) |ewJsou

Spunos |eaydes)

auou

juasald
Susu Suueyy jeseN
(JUBWBAOW |BUR PUER XBJOY] ‘USWOopQge pajunouoid
(du1] 9Ae3Y 3|q13d213d) pliw YI| |leuiwopqy

jus|ninaoonuwi

- N | | O = Mm] O = M| O] ~+] O| «| M| O] N] O| N| O] N| O| «#| m|] O N

snoJas a8ieyosip eseN
auou
0E<
62-SC
o i ke,
0Z-91
0 ST>
3¥0OS ¥OL1dIds3ia J19VIIVA

60



ANEXO A

576 EQUINE VETERINARY JOURNAL
Equine vet. 42004) 36 (7) 576-582

Endoscopic scoring of mucus quantity and quality: observer
and horse variance and relationship to inflammation, mucus
viscoelasticity and volume
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Summary

Reasons for performing study: Endoscopic scoring of airway
mucus quantity and quality has not been critically assessed.
Objectives: To evaluate mucus scores for 1) observer- and
horse-related variance and 2) association with inflammation,

mucus viscoelasticity and measured volume.

Methods: Variance of scoring within and between observers and
over time within horses were determined for airway mucus
accumulation, apparent viscosity, localisation and colour, and
correlations of mucus accumulation scores with neutrophil
ratios in secretions. The relationship of accumulation score to
measured volumes of ‘artificial mucus’ was investigated.
Correlations of mucus accumulation, apparent viscosity and
colour scores with measured viscoelasticity were tested.
Viscoelasticity was compared between tracheal secretion
samples collected ventrally and dorsally.

Results: Mucus accumulation scoring showed excellent
interobserver agreement and moderate horse-related
variance, was related to measured volumes of ‘artificial
mucus’, and correlated well with neutrophilic airway
inflammation. Scores of mucus viscosity, colour and
localisation showed high observer-related variance. Mucus
accumulation, apparent viscosity and colour scores did not
correlate with measured tracheal mucus viscoelasticity, but
dorsally-localised mucus showed 2-fold higher measured
viscoelasticity than ventrally-localised samples.

Conclusions: Mucus accumulation scores are a reproducible
measure of mucus volumes in the trachea.

Potential relevance:  Endoscopic scoring of mucus
accumulation is a reliable clinical and research tool. In
contrast, apparent viscosity, localisation and colour scores
should be interpreted with caution.

Introduction

Endoscopy is an important tool for both clinical work-up and
scientific investigation of equine lower airway disease. Endoscopic

scoring systems have been used for subjective, semiquantitative
assessment of accumulation (Dieckman 1987; Dixon et al. 1995;
Gerber et al. 2003b, 2004) and appearance (Dieckman 1987;
Herholz et al.2002; Gerber et al.2003b) of airway secretions.

However, both the observer and the subject may be important
sources of variance in such scoring systems. For example, ‘a few’
vs. ‘many’ mucous blobs may not mean the same to different
observers, or a horse may cough before an endoscopic examination
and thereby momentarily clear mucus from its trachea. Moreover,
relationships between subjective endoscopic scoring variables (e.g.
accumulation and apparent viscosity scores) and corresponding
measured variables (e.g. mucus volume and viscoelasticity) are
unknown. The lack of validation of endoscopic mucus scores
makes interpretation of results, comparison between studies and
communication between clinicians difficult and uncertain.

The goal of the present study was to evaluate the validity of
endoscopic scores used to assess mucus accumulation and
character. Specifically, we asked the following questions:

1. Does intra- and interobserver variance limit the usefulness of
endoscopic scores?

2. How much do endoscopic scores vary within a horse over the
course of a day?

3. Does mucus accumulation score correlate with neutrophilic
airway inflammation?

4. Does mucus accumulation score correlate with measured
mucus volumes?

5. Do accumulation, apparent viscosity and colour scores
correlate with measured viscoelasticity?

6. Is the viscoelasticity of tracheal mucus related to
its localisation?

Materials and methods
Definitions

In this paper, the terms ‘(mucus) accumulation’ and ‘(airway or
tracheal bronchial) secretions’ are used interchangeably to

*Author to whom correspondence should be addressed.
[Paper received for publication 05.08.03; Accepted 22.12.03]
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describe the gel-like mucous secretions with all their
components. The horses with recurrent airway obstruction
(RAO) that were used in this study consistently developed
respiratory distress (increased breathing effort and rate) and
cough when stabled and exposed to hay, in accordance with
workshop consensus definitions (Anon 2001). Inflammatory
airway disease (IAD) in this paper does not refer to the condition
in young racehorses but to older ‘chronic coughers’, in
accordance with an expanded definition proposed at the
International Workshop on IAD (Anon 2003). When stabled and
exposed to hay, the IAD-affected horses coughed but did not
develop clinically manifest respiratory distress, while the
healthy control horses showed no clinical signs. All horses in the
study showed no clinical signs when at pasture and/or in low-
dust indoor environment (peat moss bedding and haylage
feeding). Experimental studies were approved by respective
university committees for animal use of the University of Berne
and Michigan State University.

Overview of experimental protocols

Questions 1-3 (see Introduction ) were addressed in the first
experimental protocol, Question 4 in the second, Question 5 in the
third, and Question 6 in Protocol 4.

Protocol 1:

observer and horse variation and association with

airway inflammation: Endoscopic examinations (Olympus
CF-0140L) ' were performed in 9 horses (2 without clinical signs,
4 with IAD and 3 with RAO; age 9-24 years) in the morning
(0 h), afternoon (6 h), evening (12 h) and on the following
morning (24 h). One day before and during the experiment,
horses were not exercised, kept indoors bedded on shavings and
fed concentrate and/or good-quality hay. Each endoscopic
examination was recorded on videotape (Sony DVCAM DRS-
20MDP) 2 and video clips were digitised (DVgate Motion
[aquired in .avi] version 2.2.00, DVgate Assemble [converted to
.mpeg] version 2.2.00 2).

a) Accumulation

577

Tracheobronchial secretion (TBS) collection was performed
at0, 6, 12 and 24 h by introducing a Teflon-coated PVC catheter
through the working channel of the endoscope, instilling 10 ml
of phosphate-buffered saline (PBS) through the catheter in the
lower part of the trachea and immediately re-aspirating the PBS
mixed with secretions. From the recovered fluid, 100 and 200 pl
aliquots were centrifuged for cytospin preparations. At the end
of the experiments (24 h), bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
was collected through the working channel of the endoscope,
which was wedged in a peripheral bronchus (Derksen et al.
1985). Six 50 ml aliquots of PBS were infused into the tube and
recovered by suction. The lavaged fluids were pooled and
100 and 200 pl aliquots centrifuged for cytospin preparations.
Total cell counts in BALF were performed manually using a
hamacytometer. After staining with May-Griinwald-Giemsa,
differential cell counts were obtained from TBS and BALF
cytospin preparations. Differential cell counts were expressed as
percent of total cells by counting 200 cells using standard
morphological criteria under a light microscope. Absolute
numbers of BALF cells were calculated from total cell counts
and the proportion of each cell type.

The digitised video clips of the endoscopic examinations were
viewed on personal computer screens and scored for mucus
accumulation, apparent viscosity, localisation and colour
according to the continuous scales scoring system illustrated in
Figures 1a-d. Scoring was performed in randomised order
independently by 3 blinded observers, and repeated by each
observer at least 3 weeks after the first scoring series.

Protocol 2:

mucus accumulation scores and measured volumes

of ‘artificial mucus” In order to relate endoscopically scored
mucus accumulation to measured volumes of mucus, ‘artificial
mucus’ made from Jell-O 3 (a kind of gelatine) was deposited
with a syringe and attached catheter into a full-length excised
horse trachea and rinsed before each procedure. The endoscope
was introduced into the cranial end of the excised trachea.
Increasing volumes of ‘artificial mucus’ were deposited during
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: 1 1 1

2 4 2 3 4 56789
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Fig 1: Scoring system for tracheal mucus a) accumulation, b) localisation, c) apparent viscosity and d) colour.
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continuous endoscopic observation of the trachea’s full length.
Deposited volumes (ml) of ‘artificial mucus’ were recorded
when the endoscopically observed accumulation corresponded
to scores 0, 0.1, 1, 2, 3, 4 and 5 assessed during the endoscopic
procedure by Observer 1 according to Figure 1a. A score of
0.1 was one single small, but endoscopically visible, blob of
‘artificial mucus’. The procedure was performed 3 times.

Protocol 3: mucus accumulation, apparent viscosity and colour
scores and measured viscoelasticity: Fifty-six endoscopic scores
of mucus accumulation, viscosity and colour were correlated to
corresponding measurements of mucus viscoelasticity in

Endoscopic scoring of mucus quantity and quality

clinically healthy and RAO-affected horses in an environmental
challenge protocol. Briefly, 7 RAO-affected (age 9-26 years)
and 7 healthy control (age 7-26 years) horses were kept at
pasture and their diet was supplemented with pellets until they
all had no clinical signs of airway obstruction. Endoscopic
mucus accumulation, apparent viscosity and colour scores and
samples of mucus were obtained at baseline (0 h) and 6, 24 and
48 h after environmental challenge by stabling in stalls with
straw bedding and feeding hay. Mucus was obtained from the
ventral part of the trachea by means of a cytology brush passed
via an endoscope. After sampling, the brush was retracted
2-3 cm into the working channel and the endoscope withdrawn

TABLE 1: Variance attributable to observers (0%p), repetitions (0%g), Time (0%;) and horse (0%y) for mucus accumulation, localisation, apparent
viscosity and colour scores

Variance (s.d.2 = 0?) Percent of total variance

Response variable Mean 0% ok o?r o4 % o%R o?r oy
Accumulation 24 0.12 0.20 0.30 1.28 6 10 16 68
Localisation 2.03 0.10 0.26 0.15 0.32 12 32 17 39
Apparent viscosity 2.66 0.32 0.24 0.07 0.08 45 34 10 1"
Colour 3.34 0.38 0.32 0.23 0.16 35 29 21 15
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Fig 2: Intra-observer correlations for tracheal mucus a) accumulation, b) localisation, c) apparent viscosity and d) colour scores, Round 1 was the first
time that Observer 1 (VG) scored the endoscopic recordings; Round 2 was the repeated scoring 3 weeks after the first round. = strength of Spearman
rank order correlation.
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from the animal. The brush was again protruded and mucus
removed from the brush to be stored immediately under light
mineral oil at -80°C. The magnetic microrheometer technique
was used to measure the bulk viscosity and elasticity as
described by King and Macklem (1977) and King (1988). Mucus
accumulation, apparent viscosity and colour were scored during
the endoscopic procedure by Observer 1 (VG) according to
Figures 1a, ¢ and d, respectively. Tracheobronchial mucus
viscoelasticity data of RAO horses during environmental
challenge was presented by Gerber et al. (2000). The
associations of mucus accumulation, viscosity and colour scores
with measured viscoelasticity have not been reported previously.

Protocol 4: mucus viscoelasticity of samples from the ventral and
the dorsal trachea:  The relationship of the localisation of mucus to
its viscoelasticity was investigated by comparing viscoelasticity of
samples collected ventrally to samples concurrently collected
dorsally in the tracheae of 6 |AD-affected horses
(age 5-16 years). A dorsal and a ventral sample each were collected
separately in randomised order, stored and analysed as previously
described in detail (King and Macklem 1977; King 1988; Gerber et
al. 2000). We report viscoelasticity (G * = vector sum of viscosity
and elasticity) as log G " at 10 radian/sec; dyn/cm 2.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using 2 commercial software
packages: SigmaStat for Windows, version 2.03S statistical
software 4 and NCSS 6.0.22 statistical analysis and data analysis
software 5. After accepting normal distribution of scored data
(Martinez-Iglewicz test for normality), data from Protocol 1 were
analysed by means of a 4-way ANOVA according to the model:

Y=pu+H +O+HO+T+HT+OT + Error

where Y was the response variable (e.g. accumulation score),
M was the overall mean, H was the random effect of Horse, O was
the random effect of Observer, T was the random effect of Time,
HO, HT and OT were interactions of those random factors, and
Error was the error due to repetition (within-observer). Variance
(s? = standard deviation? = 0?) was calculated by setting the
estimated mean square equal to the mean square calculated by
ANOVA, and solving for 2. Because there was no significant
effect of time when it was considered a fixed factor, it was
considered a random factor for the purpose of calculating o2.
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TABLE 2: Spearman rank order correlation coefficients within and
between observers

1 2 3

Accumulation scores (0-5)

1 0.86; 36 0.85; 36 0.77; 36

2 - 0.88; 36 0.90; 36

3 - - 0.71; 36
Localisation scores (1-5)

1 0.27; 36 0.20; 35 0.44; 36

2 - 0.59; 35 0.34; 36

3 - - 0.58; 36
Apparent viscosity scores (1-5)

1 0.46; 36 0.08; 36 (NS) 0.42; 36

2 - 0.35; 35 0.03; 36 (NS)

3 - - 0.44; 36
Colour scores (1-5)

1 0.59; 36 0.45; 35 0.52; 36

2 - 0.53; 35 0.56; 35

3 - - 0.62; 36

Correlations are based on means of the 2 repetitions for each observer.
Observer 1 = VG; 2 = ER; 3 = Al. Each cell shows Spearman rank order r2
and number of valid observations. All correlations are significant, except
those marked NS (not significant).

Between-observer variance ( 02, ) is reported as the sum of the
variances due to observer, horse*observer, and time*observer.
Within-observer variance (repetition, 023 ) is reported as 0.
Within-horse variance over time ( @27 ) is reported as the sum of
the variances due to time and time*horse. Between-horse ( 0% )
variance is reported as the variance due to horse.

Coefficients of variance ([s.d./mean]*100; %) were calculated
for each of the 3 repeated volume measurements at mucus
accumulation scores 0, 0.1, 1, 2, 3, 4, 5 in Protocol 2. We report
the overall mean of the coefficients of variance.

Within- and between-observer correlations for all scores
(Protocol 1), correlations of mucus accumulation, viscosity and
colour scores with mucus viscoleasticity (overall and separate by
time point; Protocol 3) and of mucus accumulation scores with
TBS and BALF neutrophil percentages and numbers (Protocol 1)
were tested with Spearman rank order tests. Mucus accumulation
scores were correlated with TBS (sampled at 6, 12 and 24 h) and
BALF (sampled only at 24 h) airway neutrophils in the 9 horses of
Protocol 1. Probably due to local trauma from the repeated
procedures, TBS neutrophil percentages significantly increased at
6, 12 and 24 h compared to 0 h (results not shown). Therefore,
mucus accumulation scores were correlated with BALF neutrophil
percentages and absolute numbers (at 24 h, only time point
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g 601 S 607 3 .
= 3 = 100- W
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Accumulation scores

Fig 3: Associations of tracheal mucus accumulation scores with a) tracheobronchial secretion (TBS) neutrophil percentages at 0 h, and with

b) bronchoalveolar lavage fluid (BALF) neutrophil percentages and c¢) BALF neutrophil absolute numbers at 24 h.
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TABLE 3: Ranges of all time points and all observers and repetitions for

Endoscopic scoring of mucus quantity and quality

ilation, |

lisation, apparent viscosity ard colour scores

separated for each horse of the 3 groups, horses without clinical signs (WCS), with inflammatory airway disease (IAD) and withrecurrent airway

obstruction (RAO)

Horse Group Accumulation (0-5) Localisation (1-5) Apparent viscosity (1-5) Colour (1-5)
1 wcecs 0.4-1.6 1.9-3.7 1.9-33 3.6-4.0
2 WCSs 0.6-1.4 1.5-1.8 24-25 3.74.2
3 IAD 0.3-2.5 14-1.9 24-31 1.6-4.3
4 IAD 0.5-2.2 1.7-2.3 29-34 24-26
5 IAD 2.6-4.0 3.2-34 2.1-2.2 3.3-35
6 IAD 14-21 1.1-1.9 1.9-2.6 3.2-3.8
7 RAO 2.3-2.8 1.4-19 2.6-3.1 2.6-3.6
8 RAO 3.5-39 1.5-2.0 2.3-29 3.34.2
9 RAO 3.4-41 1.9-3.5 2.8-38 2.2-25

sampled) and with TBS neutrophil percentages at 0 h (since the
values at the later time points may have been influenced by
iatrogenic inflammation). Viscoelasticity of dorsal vs. ventral

paired mucus samples (Protocol 4) was compared by Wilcoxon
signed ranks test. Significance limit for all tests was set at P<0.05.

Results

Contributions of observer (between-observer variance; ©02p),
repetition (within-observer variance; o2z ), time (within-
individual horse variance; o) and horse (between-horse
variance; o©2) to the total variance for mucus accumulation,
viscosity, localisation and colour scores are presented as % of
total variance (Table 1). Accumulation scores showed the lowest

observer-related variance (combined ©?yanda?g) and,

correspondingly, correlated best within and between observers
(Table 2; Fig 2) of all the tested scores. In contrast, observer-
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10 15 20 25 30 35 40 45 50
Apparent viscosity score

related variance was highest for apparent viscosity scores
(combined @2 and a2z = 80% of total; Table 1), with complete
disagreement between Observer 2 and the other observers
(Table 2). Mucus colour and localisation scores showed
intermediate observer-related variance (Table 1) and correlations
(Table 2; Fig 2). Within-horse variance over time was moderate
for all scores (Tables 1 and 3). The range was less than 1 score
unit in most horses for apparent viscosity, localisation and colour
scores, and only 2 of 9 horses showed a range of more than
1.7 score units for accumulation scores (Table 3). Interestingly,
these 2 horses belonged to the IAD group.

In the 9 horses, there were significant correlations between
mucus accumulation score (mean of all time points, observers and
repetitions) and TBS neutrophil percentage (r 2 =0.74; Fig 3a), and
BALF neutrophil percentage (r2 = 0.59; Fig 3b) and absolute
numbers (r 2 = 0.88; Fig 3c). As described above, BALF was
collected at only one time-point (24 h).

3.61c) .
34
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N
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Fig 4: Relationships between tracheal mucus a) accumulation, b) apparent viscosity and c) colour scores and measured viscoelasticity (log G at
10 radian/sec; dyn/cm? and trend (P = 0.051) towards a significant difference between d) viscoelasticity of mucus samples collected ventrally vs. dorsally
in the trachea at the same time. NS = not significant.
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The experiment with artificial mucus demonstrated that
increasing mucus accumulation score was associated with
increasing volumes of mucus within the trachea. The
3 repetitions showed 0, 0, 0 (mean 0) ml; 0.4, 0.1, 0.2 (mean 0.23) ml;
28, 18, 1.4 (mean 2.0) ml; 14, 44, 6.3 (mean 8.3) ml;
21, 135, 18 (mean 17.5) ml; 36, 24.5, 28.7 (mean 29.7) ml; and
40, 49, 45.5 (mean 44.8) ml of ‘artificial mucus’, for grades
0,01, 1, 2, 3, 4 and 5, respectively. The repeatability of this
experiment was good, with a mean coefficient of variance of 31%
of the 3 repetitions of 7 measurements at mucus accumulation
scores 0,0.1,1,2,3,4 and 5.

Endoscopic scores of mucus accumulation, apparent
viscosity and colour (n = 56; Figs 4a—c) were not significantly
correlated with the corresponding measurements of mucus
viscoelasticity in clinically healthy and RAO-affected horses.
Conversely, a strong trend (P = 0.051) towards a significant
difference was observed between viscoelasticity (log G “at
10 radian/sec; dyn/em 2) of mucus samples collected ventrally
(2.0 £ 0.9) and dorsally (2.4 + 1.1) in the trachea (n = 6 paired
samples; Fig 4d). This difference (0.4 x log units) corresponds to
a 2.5-fold difference in viscoelasticity on a linear scale.

Discussion

Mucus accumulation scores were the most reliable and
informative of the evaluated scores, being highly reproducible
within and between observers (Tables 1 and 2; Fig 2), with
moderate variance over time within horses (Tables 1 and 3), and
related to measured volumes of mucus. The use of the illustrated
scoring scale (Fig 1a) and endoscopic video clips, which could
be watched repeatedly and in a quiet environment, probably
optimised agreement within and between observers.
Furthermore, correlation coefficients can overestimate the
degree of association if the study population provides a more
variable sample than that expected in a clinical population
(Bland and Altman 2003). In Protocol 1 we indeed purposely
used a very variable sample population of horses in order to test
endoscopic scoring across a ‘maximal clinical range’. Also,
correlation reflects the degree of association, not agreement; it is
thus blind to the possibility of ‘bias’ (Bland and Altman 2003).
We found, however, that the tendency for some observers vs. the
others to give higher or lower scores was quite small, i.e. less
than 1 grade unit (data not shown). The use of the complex
ANOVA approach (as described by Gill [1978] and Milliken
[1992]) was used because the percentages of the total variation
(Table 1) provide an easily comprehensible measure of the
variance attributed to the respective factors. A newer approach to
this kind of question would be to use multilevel modelling, as
described by Snijders and Bosker (1999).

The present results support the validity of previous findings
of mucus accumulation scoring (Dieckman 1987; Dixoret al.
1995; Gerber et al. 2003b, 2004). The available data
(Dieckmann 1987; Dixon et al.1995; Gerber et al.2003b, 2004)
indicate that ‘no mucus or multiple small blobs’ (accumulation
score <2; Fig 1a) can be regarded as normal. Increased mucus
accumulation, in contrast, is associated with coughing (Dixon
et al.1995; Christley et al.2001; Robinson et al.2003) and with
poor racing performance (McNamara et al. 1990). Mucus
accumulation scores increase when RAO-affected horses are
stabled and fed hay (Robinson
It is important to note, however, that increased accumulation

et al. 2003; Gerber et al. 2004).
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scores are not specific for RAO. They can be observed in various
lower airway diseases (Dixon et al1995) and even in clinically
healthy sport horses that perform well in dressage and
showjumping (Gerber et al. 2003b). It is also interesting that, in
clinically healthy horses, we found no increase of accumulation
scores with stabling and no correlation with airway
inflammation (Holcombet al.2001; Gerber et al.2003b, 2004).

The combination of our present results and previous findings
allows for an estimate of the mucus volumes transported along
the trachea in healthy and RAO-affected horses. Based on the
relationship between accumulation scores and measured
volumes, previous mucus accumulation score data (Gerber et al.
2003b, 2004) and mucociliary clearance rates (Turgut and Sasse
1989; Gerber et al. 1997), we estimate that 2-8 ml/h of
endoscopically visible mucus is transported along the trachea in
clinically healthy horses. In RAO-affected animals the volumes
can be extrapolated to 6-14 mi/h at pasture and 15-30 ml/h
when stabled. These estimates only account for mucus volumes
cleared by mucociliary action, not those by coughing.
Two-8 ml/h (mean 5) corresponds to 120 ml/day for normal
horses, while 15-30 mi/h (mean 22.5) corresponds to 540 ml/day
for the stabled RAO-affected animals. Given the size of a horse,
the 120 ml/day normal value would be consistent with an
estimate of about 10-15 ml/day in healthy adult humans (Zayas
-Zamora 1991), while the 540 ml/day is proportionally less than
the estimated 200-300 ml/day in humans with exacerbation of
chronic bronchitis (Clarke and King 2002).

In contrast to our previous results in clinically healthy horses
(Gerber et al.2003b), mucus accumulation scores correlated well
with TBS neutrophil percentages and BALF neutrophil numbers
in the 9 horses of Protocol 1 that evenly represented the severity
spectrum of noninfectious equine lower airway disease.
Neutrophilic inflammation may cause mucus accumulation in
horse airways through increased production and secretion of
mucins (Fischer and Voynow 2000; Takeyama et al 2000; Gerber
et al. 2003a) and/or by unfavourably altering physical properties
and clearability of the secretions (Armstrong and White
1950; Gerber et al.2000; Pietra et al.2000).

Unfortunately, measurements of viscoelasticity and other
physical properties that influence clearability are technically
demanding and often unavailable. Therefore, reliable endoscopic
scoring systems that correlate with mucus physical properties
could be useful tools for clinical and research purposes. Scores of
apparent viscosity are reported to correlate with measurements of
lung function (Herholz et al. 2002), and were found to decrease
with oral N-acetylcysteine treatment in horses with RAO in a
blinded study (Kelleret al.2001).

In the present study, within-horse variance over time of mucus
viscosity, localisation and colour scores was moderate (Table 1)
and the range was less than 1 score unit in most horses (Table 3).
However, contrary to previously mentioned preliminary data
(Gerber et al. 2003b), mucus viscosity scores did not correlate
with measured viscoelasticity (Fig 4b) and the combined within-
and between-observer variance was 80% of the total (Table 1),
with complete disagreement between Observer 2 and the other
observers (Table 2). Similarly, mucus colour did not correlate with
measured viscoelasticity (Fig 4c) and, possibly due to different
monitors used by the observers for scoring, showed quite high
observer-related variance (Tables 1 and 2). It is important to note
here that other physical properties such as spinnability and
adhesiveness of mucus that are also important determinants of
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clearability (King and Rubin 1994) were not measured or
correlated with endoscopic scores in this study. Also, it may still
be possible to subjectively differentiate the extremes recorded in
some of the scores (Fig 2) despite relatively high observer-related
variance. Regardless, localisation scores were associated with
measured mucus viscoelasticity in this study: Dorsally located
mucus showed a 2-fold higher viscoelasticity than ventrally
located mucus (Fig 4d), and these extremes of localisation can be
differentiated endoscopically (Tables 1 and 2; Fig 2b).

In conclusion, this study showed that endoscopic scoring of
mucus accumulation is a reliable clinical and research tool.
Furthermore, extremes of mucus localisation (dorsal vs. ventral)
may reflect differences in mucus viscoelasticity. Due to high
observer-related variance, however, endoscopic scores of mucus
viscosity, localisation and colour should be interpreted with caution.
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ANEXO B

Pulmonary function measurements during repeated
environmental challenge of horses with recurrent
airway obstruction (heaves)

David B. Tesarowski, PhD; Laurent Viel, DMV, PhD; Wayne N. McDonell, DVM, PhD

Objectives—To evaluate the degree of reproducibility
in clinical variables, blood gas measurements, and lung
function variables, and the changes in these variables
caused by exposure to moldy hay in naturally sensitized
and control horses.

Procedure—The magnitude of variation in arterial blocd
gas and pulmonary function measurements were evalu-
ated in a model of naturally acquired heaves. Horses with
heaves and similarly aged control horses were studied
prior to moldy hay challenge and again after the horses
with heaves manifested clinical signs of airway obstruc-
tion. This cycle of testing was repeated 3 times to de-
termine the variation of the before and after challenge
measurements. Variables evaluated for repeatability in-
cluded: clinical score; arterial O, and CO, tensions; pul-
monary function variables, such as breathing rate (f), tidal
volumes, and flow rates; lung resistance (RL); dynamic
compliance; and work of breathing (W,).

Results—Before challenge, significant differences cb-
served between control horses and horses with heaves
included clinical score, expiratory flow rate at near-end
expiration, RL, and W,. After exposure to moldy hay, var-
iables measured in control horses were largely unchanged.
However, in the afflicted horses, significant changes were
observed for clinical score, arterial O, and CO, tensions,
breathing rate, peak tidal inspiratory and expiratory flow
rates, dynamic compliance, RL, and W,, compared with
prechallenge values and with control horses’ postchal-
lenge values. Analysis of the data revealed few statistically
significant differences between repeats of challenges.

Conclusion—Horses sfflicted with heaves manifest air-
way obstruction that can be measured in repeatable fash-
ion. (Am J Vet Res 1996;57:1214-1219)

he equine species is one of the few species in

which an allergic condition involving the lung as
a target organ is common. Moreover, horses are the
only animal in which naturally acquired recurrent air-
way obstruction has been partially characterized."* The
cause of this chronic obstructive pulmonary disease
(heaves) is unknown, but hypersensitivity to fungal
antigens has been reported in horses with heaves, and
documented by results of active and passive cutaneous
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anaphylaxis tests and inhalation challenge with the ap-
propriate antigen.>* Allergic horses may develop a
type-1 or a type-III hypersensitivity response to antigen
challenge **

Inflammation of the airways and pulmonary func-
tion testing have led scientists to believe that the
condition has remarkable similarity to asthma in hu-
man beings. In both conditions, there are increases in
lung resistance (RL) and work of breathing (W,); max-
imal changes in pleural pressure (AP,,,.) and func-
tional residual capacity; and decreases in multi-breath
nitrogen clearance rates, dynamic compliance (C,,),
and arterial O, tension values.”'®* Recently, a compar-
ison of tidal breathing flow-volume loops in control
horses and horses with recurrent airway obstruction
was reported,'! and the conclusion was that flow-vol-
ume loops were better able to identify diseased horses
in remission than were the more common measure-
ments, RL and C,,. It is widely accepted that when
horses with heaves in remission are exposed to moldy
hay, they develop characteristic airway obstruction.
Most of these measurements have been carried out in
horses with severe signs of heaves. However, there has
been no systematic examination of the comparative ef-
ficacy of the various possible pulmonary function tests
in identifying horses with less severe airway obstruc-
tion, nor has there been a study of the repeatability of
the respiratory response in susceptible horses when
given a standardized challenge.

Therefore, the specific objectives of the study re-
ported here were to evaluate the degree of reproduci-
bility in clinical variables, blood gas measurements,
and lung function variables, and the changes in these
variables caused by exposure to moldy hay in naturally
sensitized and control horses. Further, it was also of
interest to determine which of the indices of pulmo-
nary function differed the most between control horses
and horses with heaves, while horses were in remission
and alter environmental challenge.

Materials and Methods

Horses—Experiments were performed, using 12 horses
in 2 groups: control horses with no respiratory tract disor-
ders (4 to 23 years old [mean = SEM. 13.5 £ 3.6 years]: 1
gelding, 5 mares), and horses with clinical diagnosis of re-
current heaves (6 to 15 years old [mean = SEM, 10 + 1.7
years]; 3 geldings, 3 mares). The respiratory health status of
the control horses was established on the basis of history,
clinical and bronchoscopic examinations, vesting RL, C,..
and AP, values, blood gas analysis, and lack of clinical
response to an environmental challenge performed prior to
commencement of the study. Horses in the heaves group
manifested few signs of respiratory dysfunction while on pas-
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ture, but responded to a preliminary environmental chal-
lenge with a clinical response typical of the equine heaves
syndrome.'>* " These included the clinical and cytologic var-
iables: increased respiratory frequency (RF), cough, dyspnea
with abdominal effort, and wheezes on auscultation; pres-
ence of mucopurulent debris on tracheal endoscopy; and
high inflammatory cell counts in bronchoalveolar lavage
fluid

Experimental protocol—Each testing cycle, or visit,
started with the horses being housed outdoors for a pro-
longed period (6 to 12 weeks), to ensnre that heaves in these
horses would be in clinical remission. The horses were then
brought into an air-conditioned box stall, modified so that
it could be made into an environmental chamber. Horses
were tested in pairs, 1 control and 1 with heaves. Prior to
being challenged in the environmental chamber and during
each day after initiation of the challenge, the horses were
clinically examined and given a weighted score, using a mod-
ification of a system devised by Hoffiman et al'* (Appendix).
All clinical observations were made by the same individual,
who was initially blinded to the group identity of the horses.
Clinical examination was conducted each morning between
8 and 9 AM. Initial testing was performed when heaves was
in remission (ie, horses had no clinical signs of heaves). Test-
ing was repeated after 1 to 3 days in the environmental
chamber when the horse with heaves had clinical signs of
heaves (clinical score > 6). Arterial blood gas analysis and
pulmonary function tests were performed before commenc-
ing the environmental challenge and after the onset of clin-
ically evident heaves. The control horses were tested at the
same periods. All testing was performed on animals under
normal feeding conditions. This protocol was repeated 3
times for each pair of horses, separated by 6 to 8 weeks of
outdoor accommodation. One horse from the heaves group
was dropped from the study after 2 repeats because of injury
sustained while on pasture.

The environmental chamber with a common, controlled
airspace was constructed by enclosing 2 adjacent box stalls
with plywood around the perimeter and removable plexiglass
sheeting in the doors. The common wall (3.5 m long, 3.5 m
high) had a 1.5-m concrete base, and its top was open except
for iron bars at 20-cm intervals, providing a 7-m* area [or
uninterrupted air exchange between the 2 box stalls. A var-
iable-speed exhaust fan, air conditioner, and the plexiglass
“windows” were used to regulate temperature and airflow in
the chamber. During the period of environmental challenge.
horses were bedded on dusty straw, and moldy hay taken
from a single batch was shaken twice daily in the chamber
for 5 minutes in each half of the chamber. Horses were fed
the same hay from the floor. The dusty straw and moldy hay
challenge itself was regulated within and between each test-
ing session by measurement of the numbers of respirable
dust particles (< 10 m). using a particle counter.” A mini-
mum measurement of 20 mg of dust/m’ was required and
maintained for the 5-minute period.

Measurements—Samples of arterial blood were ob-
tained prior to pulmonary function testing by carotid artery
puncture (20-gauge, 3.75-cm needle) into heparinized,
cooled, glass syringes and kept on ice for analysis (< 15
minutes from sample collection). Arterial O, (Pay.) and CO,
(Paco,) tensions were corrected for recial temperature and
recorded for subsequent analysis.

The general methods used for pulmonary function test-
ing in our laboratory have been described."'” Horses were
restrained by use of a lead and halter in a 1 X 2-m stock
without sedation. A flexible, in-house-designed plastic face
mask was fitted over the muzzle of the animals and con-
nected to a low-resistance, nonrebreathing valve™* to facilitate
the aerosol delivery of histamine for bronchoprovocation. A
heated Fleisch No. 4 pneumotachograph’ was used to mea-
sure air flow, and volume was derived by the electronic in-
tegration of the flow signal.¢ Transpulmonary pressure was
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Figure 1—Typical pre- and postchallenge flow- and pres-
sure-volume loops obtained from a control horse and a
horse with heaves before and after exposure to moldy
hay. A—Flow-volume loops in a control horse. B—Pres-
sure-volume loops in a control horse. C—Flow-volume
loops in 2 horse with heaves. D—Pressure-volume loops
in a horse with heaves.

measured as the difference between pressure at the airway
opening (facemask) and pressure in a latex esophageal bal-
loon {10 cm long, with 3 ml of air injected, attached to a 2-
m polyethylene catheter, 2.69 mm ID, 3.5 mm OD), inserted
to mid-thorax to estimate pleural pressure. The frequency
response of the transducer/catheter systems were measured.
and amplitude was found to be without attenuation up to 20
Hz. The phasc lag between the pressure and flow signals was
corrected by use of a digital delay system.! The system was
calibrated prior to each use, using a water manometer and a
10-L syringe* modified to permit easy expulsion of air from
within.

The flow and pressure signals were collected and stored
on a persona computer for respiratory loop analysis, using
software.” A total of 5 1o 10 breaths from each recording
segment, chosen on the basis of loop closure and uniformity,
were averaged and the values were entered along with clin-
ical scores and arterial blood gas values into a computerized
spreadsheet for statistical analysis. Flow-volume loops were
analyzed as described for cats'® and horses,'' and values for
Rr, tidal volume (V7), peak inspiratory and expiratory flow
rates (PIF and PEF), and PEF at 88% of the VT (EF,.) were
recorded. Pressure-volume loops were analyzed {rom the
same selected breaths, with the following variables recorded:
RL (averaged over the whole loop), AP, Cy,. and W,
corrected for Vr. Typical flow- and pressure-volume loops
were recorded before and after challenge for a control horse
and a horse with heaves (Fig 1A-D).

Statistical analysis—Analysis was performed for most
variables, using general linear modeling' and, when appro-
priate (probability of F statistic < 0.05), comparison of
means was carried out, using a test of least significant dif-
ference. When significant difference was detected between
visits, each visit was analyzed separately, using either paired
or unpaired tests, depending on whether the testing was
within or between control and heaves groups. For clinical
score, Wilcoxon's signed rank test was used to analyze the
difference berween pre- and postchallenge observations for
the control and heaves groups; the Mann-Whitney U test
served to analyze the difference between control and heaves
groups before and after challenge: and an unweighted Pois-

AJVR, Vol 57, No. 8, August 1996

1215

69



son regression’ was performed to evaluate the eflect of visit
on scores. The duration of exposure required to induce a
clinical score 2 6 in the heaves group was analyzed, using a
Kruskal-Wallis one-way nonparametric ANOVA. Through-
out the text, arithmetic mean and SEM are stated. Given that
one of the objectives was to determine which of the mea-
sured variables most clearly differed between control horses
and horses with heaves, actual levels of significance are re-
ported where appropriate.

Results

With the exception of the horses with induced
exacerbation of heaves, all were in good health and all
maintained excellent body condition throughout the
study.

The duration of exposure in the environmental
chamber required to induce clinical signs (score > 6)
of disease in horses with heaves was determined (Table
1). Although there appeared to be a shorter required
duration of exposure for the horses in visit 3, this dif-
ference was not significant.

Statistical analysis of measurements obtained for
the repeats, either before or after environmental chal-
lenge, was performed (Table 2). With the exception of
C,. before challenge in control horses (P = 0.03), there
was no significant difference between any of the other
measurements, indicating their repeatabi{ity. Thus, for
subsequent analysis, data for all variables other than
C,,., from the 3 visits were pooled and analyses were
performed on the pooled means.

There was no statistically significant difference in
clinical scores between groups prior to environmental
challenge (Fig 2). Challenge with moldy hay in the
environmental chamber caused significant increase in
clinical scores for both groups (control, P = 0.016;
heaves, P = 0.001) with the difference between heaves
and control groups also significant (P = 0.001). No

Table 1—Days to develop clinical score = 6 in environ-
mental chamber for horses with heaves

Horse Visit 1 Visit 2 Visit 3

1 2 2 2

2 2 2 1

3 3 3 2

4 3 2 2

5 2 2 1

6 2 2 ND
Mezn 233 217 140
SEM 021 0.17 024

ND = not determined.

Table 2—General linear model results for variation be-
tween visits before and after environmental challenge

Control horses Horses with heaves

Before After Before After

Variable Pr>F Pr>F Pe>F Pr>F
f 0.8 031 089 038
A1 0.22 040 | 051 035
PIF 052 0.66 092 033
PEF 0.60 078 085 049
EFeg 093 083 045 058
PEFfEFg 053 085 061 082
Ru on 095 055 084
Cayn 003 053 g1 082
Wy 0.37 087 081 0.89
Pr > F = probability of the value obtained during general linear modeling is greater than
the F statistic; f = respiratory freq (breaths/min); Vr = tidal volume {L); PIF = peek
inspiratory flow rate (Us); PEF = peak expiratory flow rate (Us); EFgg = expiratory flow rate
at 88% of expired volume (L/s); PEF/EFgg = ratio of PEF/EFgy RL = lung resistance (cm of
m% = dynamic compliance (Liem of Hy0); and Wy, = work of braathing tkgem

16 -

12 4
-§ = Contrcis, pre-

8 4 E=3 Heaves, pre-
B Controls, post-
5 EEE Heaves, post-

4 4 d

o0 EL hEH HEH ',:"'

Visit1 Visit2 Visit3  Mean

Figure 2—Effect of environmental challenge on clinical
scores in horses. Challenge with moldy hay resulted in
high scores in horses with heaves and control horses.
sSignificantly different from the same time-point control
values; csignificantly different from pre-environmental
challenge values. Mean = SEM are shown for each visit;
n = 6 for each group, with the exception of the heaves
group for visit 3, where n = 5. The pooled mean and
SEM for the visits also is shown.

significant differences in scores between any of the vis-
its for either group were observed.

There were no significant differences in the mea-
surements of Pao, and Paco. in control horses. Mea-
surements of Pap, and Paco, indicated significant
decrease in Pao, (P = 0.023) and increase in Paco, (P
= 0.019) in horses with heaves after challenge (Table
3). The difference in Pao, values between groups after
environmental challenge was significant (P = 0.0015).
The values obtained for Paco, in horses with heaves
after challenge on visit 1 were significantly different (P
= 0.0343) from values for the other visits.

Analysis of flow-volume loop data revealed no sig-
nificant differences in the repeatability of variables
measured during the 3 challenge cycles, before or after
challenge in either group (Table 4). However, signifi-
cantly higher RF (P = 0.02), PIF (P = 0.04), PEF (P
= 0.02), and EFg (P = 0.047) and an increase in the
ratio of PEF to EF, (P = 0.003) were observed in
horses with heaves comparing pre- and postchallenge
values. Compared with the control group after chal-
lenge. horses with heaves had significantly higher Rr
(P = 0.035), PIF (P = 0.0001), and PEF (P = 0.0001)
and an increase in the PEF-to-EF, ratio (P = 0.0001).

With respect to variables obtained from pressure-
volume loop analyses, there was a significant cFifference
before challenge between groups for RL (P = 0.016;
Fig 3) and W,, (P = 0.025). After environmental chal-
lenge, these differences were greater (P = 0.001 for RL
and W,).

There was a significant difference between C,,
values obtained between visits for the control group
before environmental challenge. Thus, the data were
analyzed per visit (Fig 4). During visit 1, there was no
statistical difference between values in the control
horses before challenge versus after challenge, or in
horses with heaves, or between groups, either before
or after challenge, although values in horses of the
heaves group were, on average, lower. During visit 2,
there was significant difference between the control
and heaves group data before (P = 0.04) and after
environmental challenge (P = 0.01). Environmental
challenge caused significant decrease in C,, in horses
of the heaves group (P = 0.01), but not in control
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Table 3—Arterial blood oxygen and carbon dioxide partial
pressures observed during repeated visits

Variable Visit 1 Visit 2 Visit 3 Mean
Control horses
Before environmental
challenge
Pao, 9$7+23 913:18 %2 96.06 = 123
Paco, H2:15  423+22 B7=13 244+09%
After environmental
challenge
Pag, 9%0:20 353:36 526:22 9486150
W5:21 G412 MH8-13 £287:09
Horses with heaves
Before environmental
challenge
Pag, %5 N84T 4=85  9715+285
Paco, 2511 21:08 H05:08 417805
After environmental
Pao, 85515120 818+ 4380 785-9220 g§211+ 34nb
Paco, U615  462:1F ©0:410 4469+ 1080
*Significantly different from the same time-point values in control horsas; Dsignificantly
different from values obtained before envi | challenge; and Csignificant effect of
visit
Pag, = arterial blood partial pressure of cxygen, mm of Hg; Paco, = arterial blood parti
pressur of carbon dioxide, mm of Hg, el e
Data are expressed as mean = SEM (n = 6); data from visits 1-3 were pooled.
Table 4—Effect of environmental challenge on flow-vol-
ume loop parameters observed during repeated visits
Variable Visit 1 Visit 2 Visit 3 Mean
Control horses
Bt
challenge
f 1500 £ 1.24% 1550 =195 1383:279 MI8: 114
v 647:040 5565+065 73¢=06 682:03
PIF 479+ 028 544 +047 517:042 513:02
PEF 45 £ 011  509+080 456=040 474202
EFgg 363:024 361046 345:035 356:019
PEFfEFg: 129:01  145-014 136:005 136006
After environmental
challenge
f 1700 £229 1400 = 144 14002227 1500 £ 1.16
vr 599+048 633+015 696=07¢ 5442030
PIF 476+ 033 468+030 517:054 487:02
PEF 505+055 454+042 486:062 482:030
EFgg 35+ 044 30¢-046 322:025 32802
153£020 163=02 1562021 159 2014
Horses with heaves
Before environmental
challenge
f 1550 = 195 1433 =158 1500 = 182 1494 = 0.98
Vi 63¢=015 705=021 653:053 664019
PIF 504067 53¢=03 513:05 517202
PEF 582+117 542:064 3581:122 5682055
Efgs 2822026 325:023 304:022 304014
PEF/EFzg 209:039 156£015 189:033 18z 0
After environmental
challenge
f 1850 + 245 1883 = 1.38 1800 = 187 18.47 = 1.08*
w 629+038 578032 609+036 605=020
PIF 634+076 609=061 613:074 613=038
PEF 746£090 636=-05¢ 704=043 694 =039
Efgg 273:039 273:031 267=021 271 =018
PEF/EFgg 281=037 255043 263:=022 271+020%
3Significantly different from control values; Isignificantly different from values obtained
before environmental challenge.
n =510 6 for each group.

horses. During visit 3, there was no difference between
pre- and postchallenge values for the control group, the
heaves group, and between groups before challenge, al-
though there was significant difference between groups
after challenge (P = 0.018). The difference in averaged
Cg,, values across the visits (to be consistent with other
variables) between groups before challenge was not sig-
nificant, but postchallenge values were significantly (P
= 0.01) different.
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Figure 3—Effect of environmental challenge on lung re-
sistance in horses. Challenge with moldy hay resulted in
increased resistance in horses with heaves. See Figure
2 for key.
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Figure 4—Effect of environmental challenge on dynamic
compliance in horses. Challenge with moldy hay resulted
in decreased compliance in horses with heaves. See Fig-
ure 2 for key.

Discussion

Results of this study indicate that intermittent en-
vironmental challenge with moldy hay causes repeat-
able changes in clinical signs of disease, arterial blood
gas tensions, and pulmonary function variables in a
group of horses with heaves, a recurrent airway ob-
struction syndrome.

‘Heaves in horses is a naturally acquired disease.
Daily feeding of poor-quality hay has been known for
centuries to induce and provoke heaves in a segment
of the equine population.’’® Hay contains a number of
fungi and actinomycetes that are potential allergens.*'”
Research workers's have published a list of 53 such
a%ems. The high prevalence of heaves is likely a result
of sensitization to these agents, as evidenced by posi-
tive skin test result, Prausnitz-Kustner passive cuta-
neous anaphylaxis results, and a Schultz-Dale response
in pulmonary vein strips."”

The moldy hay challenge used in this study was
performed in a specially constructed environmental
chamber with regulated airflow rather than in an open
barn, to ensure an intense challenge. In each affected
horse, heaves was exacerbated within 1 to 3 days
(mean, 2) during each repeat of the challenge. Al-
though not statistically significant, a decrease in re-
quired time of exposure was observed for visit 3, likely
because of persistence of airway inflammation in the
absence of clinical airway obstruction. The time to
achieve clinical signs of heaves has been reported by
Gray et al* to be between 6 and 30 days. This duration
is far longer than that observed in this study, although
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the method used to induce clinical signs of heaves is
different (ie, their ponies were left in a barn, bedded
on straw, and fed poor-quality hay whereas horses of
this study were actively challenged twice per day with
moldy hay in a controlled airspace chamber).

Development of early onset of airway obstruction
(within hours) in these horses was not evaluated. For
practical purposes, pulmonary function and other test-
ing was not initiated until clinical signs of airway ob-
struction were detected during the daily morning
physical examinations.

The data presented here for arterial blood gas
analysis compared favorably with reports in literature
for Pag, values.>'%2! Analysis indicated that horses with
exacerbated heaves were significantly hypoxemic (Pao,,
82.11 = 342 mm of Hg), compared with the control
group and with normal reference values.>* Horses of
the heaves group after challenge were also hypercapnic
(Paco,, 44.69 = 1.04 mm of Hg), compared with the
control group and normal reference values.* This dif-
ference between groups of horses was not found in
previous studies.! 1?2 Results of this study also confirm

revious findings relating to a number of pulmonary

nction variables. They include decreases in C,,, and
increases in R, breath frequency?®'° W, '° PIF and
PEF, and ratio of peak expiratory flow and flow near
the conclusion of expiration'* during exacerbation of
heaves.

Petsche et al'! reported that the most useful var-
iables in differentiating between control horses and
horses with heaves in remission were inspiratory and
expiratory flow rates at 50% of V1 and the volume at
peak inspiratory flow. Although these variables were
not initially chosen for analysis in our study, posthoc
analysis revealed no significant differences between
values for control horses and horses with heaves in
remission. Our values for control horses were higher
than those observed by Petsche et al,'' although a
striking dissimilarity exists between the ages of horses
used in the latter study (control horses, 5 years old;
horses with heaves, 19 years old) and our study in
which horses were approximately age-matched (con-
trols, 13.5 years old; horses with heaves, 10 years old).
Our control horses were chosen on the basis of lack
of a clinically important response to moldy hay chal-
lenge (clinical score > 6) in the environmental cham-
ber and absence of respiratory tract disorders. Clearly,
our horses are not “normal” in view of the Petsche et
al'! study, but made excellent controls for the horses
with heaves used in our study. Another difference be-
tween the testing systems was our use of a nonrebreath-
ing valve attached to the pneumotachograph to facilitate
another pulmonary function test. This increases dead
space and volumes and could interfere with sensitivity
of the use of those variables to detect disease, although
both groups of horses would be affected, not just the
control group.

The small magnitude of changes and repeatability
of objective variables, such as arterial blood gas ten-
sions and lung function, was evident during the course
of the study when repeat pre- and postchallenge ob-
servations were compared. Generally, there was no sta-
tistically significant difference between variables when
either the pre- or postenvironmental challenge data
were compared over the 3 independent testing periods.
The only exceptions were the Paco, values in the

postchallenge period of the horses of the heaves group
and the compliance values in the control horses before
challenge. It should be noted, however, that significant
interhorse variability exists, with coefficients of varia-
tion in normal animals reported to be > 39%.”* This
variability can be minimized by pooling data within
groups as we did in this study. This conclusion also
was made by Derksen et al.* The C,, data by itself
should be interpreted with caution. However, given
the reproducibility and direction of changes in other
measurements and the trends observed with C,, these
concerns can be minimized.

In conclusion, reproducibility of the challenge

and the reversible nature of airway obstruction ob-

served in this study argue for continued study to ben-
efit the equine population to elucidate the pathogene-
sis of heaves. These data are also important in the
context of comparative asthma research; Snapper™
suggests that horses with heaves are perhaps the best

large animal model available for the study of asthma

in human beings.

Appendix 1
Weighted clinical scoring system

Variable Descriptor Score

Respiratory rate (oreaths/min) <15 D}

16-20 1

0-25 2

%5-29 3

>3 4

Nasal discharge None 0

Serous 1

Mucopurulent 3

Abdominal lift None 0

Mild (perceptible heave ling) 1

Pronounced (abdomen-thorax, and anal

movement] 3

Nasal flaring None )

Present 1

Tracheal sounds Normal (tubular sound) 0

Increase in intensity 1

Mucus movement 3

Bronchial tones Normai 0

Audible ventral and dorsal sounds 2

Crackles None . 0

Present 2

Wheezes None 0

Present 2

Cough None ]

Intermittent 1

Paroxysmal 3

Thoracic resonance Normal lung fieid 0

Expanded dorsal and ventral lung fields 2

Total aen %5

*Viel L. Structural-functional correlations of the lung in horses
with small airway disease. PhD thesis, Department of Pathology, Uni-
versity of Guelph, Guelph, 1983.

*Model PDM-3, Hoskin Scientific, Burlington, Ontario, Canada.

“Model ABL3/30, Radiometer Inc, Cope en, Denmmark.

dGould Electronics, Biltholven, The Netherlands.

‘Pulmonary mechanics analyzer model 6, Buxco Electronics
Inc, Sharon, Conn.

'Digital delay line, Buxco Electronics Inc, Sharon, Conn.

#Model OV6-7966, Houston Atlas Inc, Houston, Tex.

"Respiratory loop analysis, Buxco Electronics Inc, Sharon,

Conn.
'PC SAS, SAS Institute, Cary, NC.
‘Statistix, Analytical Software, St Paul, Minn.
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