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RESUMO GERAL 

 

Doenças inflamatórias das vias aéreas são de alta importância na clínica equina, 
especialmente em animais atletas. A obstrução recorrente das vias aéreas (ORVA) é 
uma enfermidade crônica dos equinos estabulados por longos períodos, que se 
manifesta por dispneia, intolerância ao exercício e esforço abdominal expiratório, 
tosse e corrimento nasal. Este trabalho teve por objetivo avaliar a terapia celular 
autóloga, utilizando a porção de células mononucleares derivadas da medula óssea 
(CMNDMO) dos animais com ORVA e comparar com a dexametasona usada 
convencionalmente. A hipótese do presente estudo é de que o grupo tratado com 
terapia celular autóloga por células mononucleares apresenta melhora equivalente ao 
grupo tratado com dexametasona via oral, para equinos com ORVA. Foram 
estudados treze equinos mestiços, de ambos os gêneros, com idade média de 16,3 
± 2,2 anos e peso de 478,2Kg ±15,8, com histórico de dispneia, os quais tiveram a 
medula óssea coletada a partir do esterno e a fração mononuclear isolada por 
gradiente de densidade e posteriormente criopreservada a -192°C. A indução ao 
quadro clínico foi procedida sacudindo feno próximo às narinas por dois minutos ao 
dia e revirando as camas 4 minutos por dia até o quadro desejado. Este foi 
considerado adequado quando os equinos apresentaram expiração abdominal 
prolongada, tosse, ausência de febre e presença de muco nasal, tendo neutrofilia 
superior a 25% no lavado broncoalveolar (LBA) e escore clínico de no mínimo 10 
segundo Tesarowski et al. (1996). A perda amostral foi de cinco animais que não 
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 única instilação 
intratraqueal com 500x10⁶ a 1x10  de CMNDMO. Tiveram a substituição do feno e da 
aveia por verde fresco e ração peletizada. Durante o tratamento, os cavalos de ambos 
os grupos foram reavaliados aos sete e 21 dias. A análise estatística foi realizada por 
análise de variância (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de múltipla 
comparação, e teste de Mann Whitney,e os valores são apresentados como média ± 
desvio padrão da média (SD). Houve diminuição do esforço respiratório nos dias 7 e 
21 em relação 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 
relação 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 declínio significativo do número de 
neutrófilos nos dias 7 e 21 em relação 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 macrófagos nos dias 7 e 21 em relação 
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 instilação 
intratraqueal com CMNDMO melhora o quadro inflamatório em cavalos com ORVA 
mantidos estabulados, por um período de pelo menos 21 dias, igualmente à 
dexametasona. 
 
Palavras-chave:terapia celular, vias aéreas, cavalos, neutrófilo, macrófago 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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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO 

A asma é uma doença inflamatória que afeta cerca de 300 milhões 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 milhões de 

asmáticos considerando-se uma prevalência global de 10%. O nível de controle da 

asma, a gravidade da doença e os recursos médicos utilizados por asmáticos 

brasileiros são pouco documentados. Entretanto, os gastos com a asma aumentam 

proporcionalmente com a gravidade da doença. 

 A asma é uma doença crônica caracterizada por crises recorrentes de dispneia 

em várias intensidades. A sua definição inclui quatro componentes cardeais, sendo a 

obstrução do fluxo de ar (broncoconstrição), sintomas, inflamação e 

hiperresponsividade das vias aéreas (Mullane, 2011). 

 Cerca de 10% da população asmática é portadora da asma grave, que é 

caracterizada pelo fato do paciente apresentar sintomas contínuos com prejuízos às 

atividades usuais, sono interrompido por episódios de asma mais de duas vezes por 

semana, uso diário de broncodilatador de resgate e casos com relato prévio de um 

ou mais episódios de asma grave. (Alves et al., 2009).  

Quando portadores de asma grave têm o quadro não controlado com os 

esquemas terapêuticos atualmente disponíveis, isso se deve a fatores como a pobre 

resposta ao tratamento, incorreta avaliação diagnóstica, falta de exclusão de doenças 

concomitantes, fatores agravantes, incorreta utilização das medicações e a 

refratariedade ao tratamento (Alves et al., 2009). 

 Por esses motivos, buscam-se novas alternativas de tratamento, ressaltando 

a importância da efetividade de novas drogas ou formas terapêuticas. Hoje os 

modelos para o estudo da asma e de seus mecanismos fisiopatológicos 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 relação aos murinos, pois desenvolve um quadro natural de asma, a obstrução 

recorrente das vias aéreas (ORVA), possibilitando o estudo da doença no cavalo e 

também da asma, em diferentes momentos e condições (Leclere et al., 2011).  
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Portanto, o estudo da ORVA contribui com a pneumologia, possibilitando o 

desenvolvimento de novas opções para o tratamento da asma e de doenças crônicas 

do sistema respiratório humano (Marinkovic et al.,2007). 

Clinicamente, a ORVA é caracterizada pela presença de tosse, dispneia, 

intolerância ao exercício, presença ou não de corrimento nasal, broncoconstrição e 

ausência de febre. Na auscultação, são percebidos sons respiratórios como 

crepitação e sibilos em vários pontos do tórax, devido à presença de muco e ao 

esforço respiratório, concomitante ao movimento abdominal acentuado, 

principalmente na expiração, formando a linha de heaves pela hipertrofia do músculo 

abdominal oblíquo (Robinson, 2001; Couëtil et al., 2007; Kutasi et al., 2011). 

 É uma doença comum de cavalos estabulados por longos períodos, onde a 

inflamação pulmonar crônica é desencadeada pela inalação de poeira orgânica, que 

possui endotoxinas, β-D-glucanos de fungos, partículas ultrafinas (<100nm de 

diâmetro), microrganismos, material vegetal, esporos, poeira e gases tóxicos, 

presentes na alimentação ou no ambiente (Robinson, 2001; Couëtil et al., 2007).  

  O macrófago alveolar, célula de defesa em maior quantidade no espaço 

alveolar de cavalos saudáveis, atua na eliminação de partículas invasoras e influencia 

o quadro inflamatório da doença tanto por uma diminuição na capacidade de resposta 

ou pelo exagero desta, tais mecanismos ainda não estão esclarecidos. Contudo, a 

contínua fagocitose de partículas por estas células, ativa a secreção de interleucina 

8 (IL-8), a qual promove a quimiotaxia de neutrófilos para o pulmão (Aharonson-Raz 

et al., 2012). Devido à importância dos macrófagos alveolares, especialmente no 

processo fagocitário, o controle da sua atividade pode ter grande influência na taxa 

de depuração da carga de partículas inaladas (Muehlmann et al., 2012). 

 Com a participação de mediadores inflamatórios tais como IL-8, proteína 

inflamatória de macrófago 2 (MIP-2), fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina-

1 beta (IL-1β) (Joubert et al., 2011; Leclere et al., 2011), em poucas horas ocorre um 

aumento importante na quantidade de neutrófilos no fluido broncoalveolar (Fairbairn 

et al., 1993; Léguillette, 2003). Uma vez nos pulmões, os neutrófilos contribuem para 

a hipersecreção de muco, broncoconstrição, e remodelamento pulmonar, pela 

liberação de mediadores pró-inflamatórios tais como o TNF-α, elastase e, espécies 

reativas do oxigênio e do nitrogênio. O remodelamento resulta em aumento na 

produção de muco, hipertrofia da musculatura lisa, fibrose peribronquial, com 
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consequente agravamento dos sinais clínicos de dispneia, resultando em menores 

possibilidades de tratamento efetivo (Robinson, 2001).  

 O estresse oxidativo evidenciado no pulmão dos cavalos com ORVA está 

diretamente relacionado à inflamação pulmonar e à neutrofilia (Kirschvink et al., 

2008), que leva ao aumento da produção de ânion superóxido por neutrófilos após a 

exposição à poeira orgânica ambiental (Marr et al., 1997). Níveis aumentados de 

oxidantes aumentam a resposta inflamatória, diretamente ou via formação de 

produtos da peroxidação lipídica, levando a um aumento na gravidade da doença 

(Kirkham e Rahman, 2006).  

 Quando a asma passou a ser compreendida como doença inflamatória e 

passou a ser tratada como tal, basicamente com corticosteroides, os pacientes 

obtiveram a melhora do quadro clínico e da qualidade de vida. O que acarretou em 

uma diminuição do número de casos graves e internações. No entanto, apenas um 

valor entre 9% e 26% dos asmáticos possuem um tratamento com anti-inflamatórios. 

A manutenção destes pacientes em correto tratamento reflete em uma queda no 

atendimento público de saúde a casos de asma em até 80%, porém existem casos 

de asma não controlada, também chamada de asma grave, mesmo com diagnóstico 

correto e tratamento assíduo há uma alta morbidade. Estes casos são responsáveis 

pelo maior contingente de custos com a doença (Pinto, 2010).   

 Esteroides, sabidamente utilizados em tratamentos de pacientes com asma, 

têm apenas efeitos moderados no controle da hiperresponsividade das vias aéreas. 

Algumas terapias à base de interleucinas resultaram em pouco ou nenhum alívio aos 

sintomas da asma, bem como pouco ou nenhum alívio à hiperresponsividade das vias 

aéreas (Canning et al., 2012). Além disto, os tratamentos convencionais com β2 

agonistas e corticosteroides podem promover diferentes graus de alívio, mas nenhum 

previne crises futuras e assim, muitas pessoas seguem sofrendo dos efeitos da 

inflamação crônica e progressiva na asma, tornando urgente a busca por novos 

tratamentos (Mullane, 2011). 

 Em cavalos, a administração de corticóides também é preconizada, porém, 

muitos clínicos veterinários ainda o prescrevem de forma sistêmica, pois apresenta 

resposta mais rápida e satisfatória em casos agudos. Essa administração sistêmica, 

porém, pode provocar diversos efeitos deletérios, incluindo disfunção e supressão 

adrenocortical, laminite, hepatopatia, perda de massa muscular, alteração no 

metabolismo ósseo e aumento da suscetibilidade à infecção. Além disso, ocorre a 
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indução periférica de neutrofilia e linfopenia, bem como a diminuição da resposta de 

anticorpos à vacinação (Dauvillier et al., 2011). 

 A intervenção à asma envolve, além do controle clínico das manifestações, a 

prevenção de manifestações futuras, visando combater a resposta inflamatória 

exacerbada e o rápido declínio da função pulmonar (GINA 2012). Tanto para a asma 

como para a ORVA, o controle ambiental é parte dos tratamentos instituídos, 

juntamente com broncodilatadores e corticosteroides. 

 Tendo esse apanhado de informações, se colocando em um cenário atual das 

doenças citadas, asma e ORVA, a constante preocupação com o resultado das 

terapêuticas fez surgir na terapia celular uma esperança de controle do quadro 

inflamatório e remissão dos sinais clínico, melhorando a qualidade de vida dos 

pacientes. 

 O uso da terapia celular para doenças respiratórias está sendo realizado, 

resultando em efeitos benéficos, porém, ainda não foram desenvolvidas pesquisas 

em cavalos com ORVA. Cita-se a capacidade de células do estroma da medula óssea 

em abranger o ambiente imunológico e responder adequadamente (Nemeth et al., 

2010). A associação destas células com macrófagos, revelarou que em pacientes 

asmáticos, a presença de macrófagos em cultura de células mononucleares, 

estimulada com alérgenos reativos, resultou em uma proliferação das células 

mononucleares oito vezes maior do que em culturas sem macrófagos, 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 estão diminuídos em doenças obstrutivas crônicas em humanos, a 

administração de células mononucleares derivadas de medula óssea contribui para a 

diminuição dos danos epiteliais, remodelamento de tecidos e processo inflamatório, 

por aumento da disponibilidade de células precursoras (Abreu et al., 2011; Cruz et al., 

2012). 

 O presente estudo buscou um aspecto de inovação para o tratamento da asma 

e também da ORVA, através da terapia celular pelo uso de células mononucleares 

derivadas da medula óssea, levantando-se a hipótese de que é possível que o 

transplante autólogo de células tronco reduza o processo inflamatório no ambiente 

pulmonar acometido por estas enfermidades. 
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Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da instilação traqueal de células mononucleares autólogas 

derivadas da medula óssea, sobre o processo inflamatório em equinos com obstrução 

recorrente das vias aéreas. 

 

Objetivos Específicos 

- Avaliar os efeitos do tratamento autólogo com células mononucleares derivadas da 

medula óssea sobre parâmetros fisiológicos dos animais, tais como: esforço 

respiratório, frequência cardíaca, frequência respiratória, temperatura corporal, 

coloração de mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), presença ou não de 

corrimento nasal. 

- Avaliar a influência do tratamento autólogo com células mononucleares derivadas 

da medula óssea sobre a graduação do muco traqueal segundo Gerber et al. (2004) 

através do endoscópico das vias aéreas. 

- Avaliar a influência do tratamento autólogo com células mononucleares derivadas 

da medula óssea sobre o perfil de células do lavado broncoalveolar (LBA).  

- Comparar os parâmetros investigados sobre a influência do tratamento autólogo 

com células mononucleares derivadas da medula óssea, com tratamento já 

estabelecido que utiliza como fármaco a dexametasona administrada via oral. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 O SISTEMA RESPIRATÓRIO 

 

O sistema respiratório é basicamente composto pela cavidade nasal, a 

nasofaringe, a laringe, a traqueia e a árvore brônquica, representando a primeira 

barreira de defesa contra infecções respiratórias (Vairo et al., 2013). É dividido em 

aparato  respiratório superior (ARS) e aparato respiratório inferior (ARI), sendo que o 

TRS compreende as estruturas de entrada e circulação do ar até a borda caudal da 

cartilagem cricóidea e o TRI parte daí abrangendo o sistema de trocas gasosas 

(Gonçalves in Feitosa, 2014).  

O aparato respiratório superior é responsável pela condução do ar até o 

aparato respiratório inferior, e um dos responsáveis pelo arrefecimento do sangue, e 

portanto, uma doença respiratória do trato superior em conjunção com outros fatores, 

como exercício em demasia, dieta, medicação e alta umidade, pode levar à 

hipertermia do cavalo (Hodgson et al., 1994). 

O aparato respiratório inferior é responsável pela troca gasosa, basicamente 

composto por epitélio cilíndrico pseudo-estratificado ciliado e uma porção variável de 

células caliciformes e serosas. O desaparecimento dos cílios, no sistema transicional 

é gradativo, e as células caliciformes dão lugar a outras células chamadas células 

Clara, até que se forme então o sistema de trocas gasosas, com os alvéolos (Carlton 

e McGavin, 1998; Grainge e Davies 2013). 

 

 

2.2 ANAMNESE 

 

O exame físico sempre deve ser iniciado pela obtenção do histórico do 

paciente. A idade do animal, o ambiente no qual ele é mantido, alimentação e demais 

fatores de manejo podem ajudar de forma significativa à condução diagnostica 

(Michelotto, 2010). 
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É fundamental conhecer a duração do processo patológico, bem como saber 

quando se deu seu início, se foi em forma de surto, ou casos esporádicos ao longo 

do tempo. O tempo e o tipo de evolução estabelecem a abordagem do problema. 

Tratamentos anteriores também devem ser esclarecidos (Gonçalves in Feitosa, 

2014). 

 

 

2.3 EXAME FÍSICO 

 

Embora tenham surgido muitas novas informações que auxiliem na 

compreensão de doenças pulmonares em equinos, bem como um grande progresso 

em procedimentos auxiliares de diagnóstico, tais técnicas não substituem um exame 

físico completo. No entanto, são capazes de detectar alterações do sistema 

respiratório (Michelotto et al., 2013). 

 Alguns sinais gerais podem ser percebidos apenas pela inspeção como: tosse, 

fadiga durante exercício, ruídos como roncos e sibilos podem ser ouvidos durante a 

respiração, modificações no ritmo (em equinos adultos o considerado normal é entre 

8 e 16 movimentos respiratórios por minuto) e profundidade da respiração (movimento 

costoabdominal) (Gonçalves in Feitosa, 2014) 

 Após a inspeção geral, o exame clínico respiratório é procedido, normalmente 

encetado pela cabeça, atentando ao TRS. Ao observar o muflo do animal, pode ser 

detectada a presença de secreção fluida e incolor, o que é considerado normal, e 

quando fora da normalidade pode apresentar ressecamento. Nas fossas nasais, 

deve-se observar modificações na coloração e umidade da mucosa que normalmente 

é de cor rósea, úmida e não tem lesões visíveis (Gonçalves in Feitosa, 2014).  

Na inspeção das narinas é importante observar se há corrimento nasal, uni ou 

bilateral, sua coloração, viscosidade e odor. O fluxo de ar e a temperatura com que 

este sai de cada narina também é importante, e quando alterado pode indicar alguma 

obstrução (Gonçalves in Feitosa, 2014). A dilatação das narinas nos equinos, se faz 

necessária quando há maior exigência de ar, podendo ser demonstrada 

fisiologicamente em exercício ou patologicamente em repouso (Reece 1996). 

Deve-se examinar também os linfonodos da cabeça e pescoço, já que os 

linfonodos drenam regiões específicas do corpo e aumentam a capacidade de 
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detecção e de apresentação de antígeno, podendo sofrer hipertrofia em locais com 

processos inflamatórios (Carlton e McGavin 1998). 

Ainda na região do pescoço é examinada a traqueia, em grande porção 

composta por camada muscular lisa e cartilagem (Reece, 1996). Esta deve ser 

palpada no sentido craniocaudal, verificando se há sensibilidade do animal à 

palpação, ou ainda a presença de malformações, cicatrizes, obstruções e corpos 

estranhos (Fortes Júnior, 2005). 

Durante o exame traqueal, deve ser realizado o reflexo de tosse com a 

compressão dos primeiros anéis traqueais logo abaixo da glote até que o animal 

comece a reagir mostrando incômodo e sacodindo a cabeça, soltando-se em seguida. 

Logo após à compressão, o animal irá inspirar uma grande quantidade de ar 

rapidamente, tendendo a tossir se houver inflamação das vias aéreas. A tosse é um 

dos mecanismos de limpeza do sistema respiratório e ocorre quando há irritação das 

terminações nervosas da laringe e traqueia provocada pela inflamação da mucosa 

(Gonçalves in Feitosa, 2014). 

Além da inspeção e palpação, deve ser feita a auscultação. Os sons traqueais 

são transmitidos pela sua parede, onde, em condições de higidez, a passagem do ar 

soa claramente e o som inspiratório se aproxima do expiratório (Fortes Júnior, 2005). 

Passando à região torácica, é indicada a observação da movimentação da 

respiração, observando especificamente a transição costoabdominal para identificar 

se há prevalência de movimentos costais ou abdominais na mesma, bem como 

identificar esforço ou dificuldade respiratória (Gonçalves in Feitosa, 2014).  

Os movimentos respiratórios de um cavalo saudável são muito sutis, quase 

imperceptíveis (Fortes Júnior, 2005). Sob condições hígidas a inspiração requer mais 

esforço do que expiração. Esta última pode se tornar um processo inteiramente ativo 

em exercícios intensos ou em casos de doenças obstrutivas (Reece, 1996). Qualquer 

anormalidade no sistema respiratório resulta em um aumento da frequência e/ou da 

intensidade respiratória e aumenta o nível de ventilação (Erck-Westergren et al., 

2013). 

Após a observação, é procedida a auscultação torácica. Os sons normais do 

fluxo de ar podem ser suaves e pouco audíveis, portanto, pode-se lançar mão de 

alguns artifícios. Para exacerbar esses sons pode-se provocar o aumento da 

intensidade respiratória, obstruindo uma das narinas ou ainda colocar um saco 
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plástico médio envolvendo ambas as narinas, forçando o animal a aprofundar sua 

respiração, intensificando os sons (Fortes Júnior, 2005).  

Em condições patológicas podem ser percebidos alguns ruídos, entre eles 

estão o sibilo e a crepitação, que pode estar associada com enfizema e secundário à 

broncoconstrição (Léguillette, 2003). Em seres humanos foi relatado que pessoas 

jovens e saudáveis possuíam crepitação pulmonar quando realizavam inspiração 

profunda. Este dado nos leva a crer que estes sons não são exclusivos de indivíduos 

com acometimento patológico e sim, também, dos volumes pulmonares envolvidos 

durante a ausculta (Carvalho e Souza, 2007). 

 

 

2.4 EXAME ENDOSCÓPICO 

 

A endoscopia é uma ferramenta importante tanto para trabalho de investigação 

da doença das vias aéreas inferiores equinos, como para o acompanhamento da 

remissão da mesma. Este sistema diagnóstico pode ser utilizado para a observação 

do ARI e avaliação de acúmulo de secreções nas vias aéreas, bem como para o 

recolhimento de amostras de fluidos locais (Gerber et al., 2004). 

A endoscopia das vias aéreas fornece informações sobre a gravidade das 

doenças que as acometem. Pontuações endoscópicas são descritas para atribuir um 

escore de acúmulo e coloração de muco na traqueia e espessura do septo traqueal 

(Koblinger et al., 2011).  

Normalmente é procedido com o animal sob sedação e é realizado com um 

fibroscópio flexível para vídeo-endoscopia que é passado pela narina, faringe, 

traqueia, e direcionado para o pulmão. O endoscópio deve entrar facilmente, sem 

encontrar resistência e o animal deve estar com a cabeça esticada para facilitar a 

passagem do equipamento. A tosse durante o procedimento é normal, mas pode ser 

diminuída com a sedação correta (Hoffman 2008). 

 

 

2.5 O SISTEMA IMUNOLÓGICO DAS VIAS AÉREAS 

 

Composto por barreiras físicas, químicas e mecanismos celulares, limita a 

entrada de partículas e microrganismos indesejáveis no sistema respiratório. As 
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barreiras físicas, como a pele, e defesas químicas associadas, como a saliva, 

previnem que a maioria dos micro-organismos invadam o corpo. Há ainda a defesa 

realizada por células e proteínas especializadas, agindo imediatamente após a 

implantação de uma infecção e não dependendo da exposição anterior do hospedeiro, 

compondo o sistema imunológico inato, enquanto as respostas imunes adaptativas  

são altamente específicas para o patógeno que as induz (Alberts et al., 2010). 

A configuração anatômica do sistema condutor do ar tem importante papel na 

redução da penetração de materiais nocivos para os pulmões. O arranjo espiralado 

das conchas nasais cria uma turbulência, retendo partículas maiores (Carlton e 

McGavin 1998). Porém, as partículas que chegam ao TRI são capazes de induzir 

resposta imune inata, alterando o perfil celular considerado normal, bem como a 

resposta adaptativa, através do recrutamento de linfócitos com consequente secreção 

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

 

 

2.6 OBSTRUÇÃO RECORRENTE DAS VIAS AÉREAS 

 

2.6.1 Epidemiologia 

 

É uma doença mais encontrada em animais de meia idade, mantidos 

estabulados por longos períodos (Robinson, 2001), que sofrem contínua exposição à 

poeira e por vezes ao mofo (Venugopal et al.; 2012). A inalação de poeira que possua 

endotoxinas, esporos de fungos, partículas ultrafinas (<100nm de diâmetro), 

microorganismos, material vegetal, e gases tóxicos presentes na alimentação e no 

ambiente das cocheiras pode desencadear a ORVA (Robinson, 2001; Couëtil et al., 

2007). Entre os fatores presentes na alimentação que favorecem a doença, estão 

esporos de Faeniarectivirgulae Aspergillus fumigatus, além de endotoxinas. 

(McGorum et al., 1993; Pirie et al., 2014). 

Além de animais estabulados, pode estar associada às pastagens de verão 

(Bowles et al., 2002) especialmente nos climas subtropicais, quando o capim está alto 

(Venugopal et al.; 2012). Inúmeros fatores ambientais, imunológicos, infecciosos e 

genéticos desempenham um papel importante na patogênese da doença, muito 

embora não totalmente elucidados. (Niedzwiedz et al. 2014).   
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O impacto da obstrução recorrente das vias aéreas (ORVA) sobre o 

desempenho de animais atletas é reconhecido há muito um tempo, devido ao baixo 

rendimento esportivo doa animais acometidos pela ORVA (Erck-Westergren et al 

2013). Durante a fase de exacerbação da doença há alterações funcionais 

significativas, como um aumento das pressões transpulmonares máximas, resistência 

das vias aéreas, diminuição da complacência pulmonar dinâmica, hipoxemia arterial, 

portanto, intolerância ao exercício e queda no rendimento (Leclere et al., 2011) 

 

2.6.2 Quadro clínico 

 

A Obstrução Recorrente das Vias Aéreas é clinicamente caracterizada pela 

presença de tosse, dispneia, intolerância ao exercício, broncoconstrição, 

hipersecreção de muco, corrimento nasal e ausência de febre (Kutasi et al., 2011). 

Na auscultação, percebem-se sons respiratórios proeminentes devido à obstrução e 

ao esforço respiratório, concomitante a crepitação e sibilos em vários pontos 

(Aharonson-Raz, 2012; Pirie, 2014).  

Com o agravamento do quadro, além dos sinais anteriormente citados, o 

animal pode apresentar dilatação das narinas, frequência respiratória aumentada, 

formação da linha de heaves pela hipertrofia do músculo abdominal oblíquo em 

decorrência da expiração forçada (Robinson, 2001). 

A exacerbação é caracterizada pela acentuação da inflamação nas vias 

aéreas, está ainda associada com o recrutamento significativo de neutrófilos. Em 

paralelo, os pacientes manifestam piora dos sinais clínicos e restrição do fluxo de ar, 

e suas consequências podem ser difíceis de tratar, chegando a ser fatal (Joubert et 

al., 2011).  

 

2.6.3 Fisiopatologia 

 

Sua fisiopatologia envolve a hiperresponsividade, que se manifesta como a 

broncoconstrição em resposta a estímulos não específicos (inalação de ar frio, gases 

nocivos, as partículas de poeira e outros irritantes) (Robinson, 2001; Couëtil et al., 

2007; Kutasi et al., 2011). Em cavalos mais velhos, pode haver o remodelamento das 

vias aéreas acentuando ainda mais as disfunção e hipertrofia da musculatura 

peribrônquica (Erck-Westergrenn et al. 2013). Assim, os animais acometidos podem 
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apresentar alterações dos sons pulmonares tais como crepitação e sibilo, corrimento 

nasal bilateral e aumento na frequência respiratória e no esforço expiratório 

(Léguillette et al., 2003; Aharonson-Raz, 2012). 

Há um crescimento significativo da massa muscular lisa de animais com ORVA 

em comparação a animais saudáveis, evidenciando uma hiperplasia e o aumento de 

apoptoses neste mesmo tecido, sugerindo a tentativa de compensar o aumento da 

proliferação dos miócitos. Pode ocorrer desde os estágios iniciais da doença, e 

envolve alterações como hiperplasia de células caliciformes e glândulas de muco, 

fibrose subepitelial, neovascularização, aumento da massa de musculatura lisa e 

espessamento total da parede das vias aéreas (Herszberg et al., 2006) 

Ao contrário do perfil tradicional da ORVA, os resultados revelaram que o 

infiltrado neutrofílico não está presente o tempo todo nos pulmões, e essa ausência 

de neutrófilos pode indicar um remodelamento pulmonar irreversível, havendo 

continuidade da inflamação crônica das vias aéreas, bem como as alterações de 

remodelamento, como a fibrose subepitelial e metaplasia de células caliciformes 

(Bunting et al, 2013)  

Frente à persistência de um quadro inflamatório as principais lesões 

histológicas nas grandes vias aéreas são a perda de células epiteliais ciliadas e nas 

vias aéreas menores, hiperplasia e metaplasia de células secretoras de muco. O 

aumento da descamação celular e o acúmulo de muco, o espessamento da 

musculatura lisa, o edema das paredes das vias aéreas, resultam na obstrução das 

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

 

2.6.4 Mediadores 

 

A célula mais abundante no pulmão saudável é o macrófago alveolar, cerca de 

60% do total de células (Michelotto et al. 2010), que tem o primeiro contato com o 

antígeno e desencadeiam a resposta inflamatória, promovendo a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias que entre outras atividades atrai os neutrófilos (Laan et al., 

2006; Joubert et al., 2011).  

Os linfócitos também são 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 secreção de diferentes 
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citocinas, sendo no pulmão em sua maioria linfócitos T (90%) que são responsáveis 

pelas respostas Th1 e Th2 e secretam entre outras as IL-4 IL-10, enquanto os 

linfócitos B que secretam IgE representam apenas 10% (Léguillete et al., 2003; 

Jackson et al., 2004; Marinkovic et al., 2007).  

Concentrações mais elevadas ou maior frequência de detecção de anticorpos 

(IgG e IgE) específicos para o A. fumigatus ou Alternaria extratos brutos, foram 

encontrados em amostras de soro de equinos com ORVA em comparação com 

cavalos de controle negativos, mas não em todos estudos. Além disso os cavalos 

podem desenvolver diferente quantidades anticorpos séricos IgG e IgE em relação 

antígenos comuns, dependendo muito do ambiente, genética, sexo e idade, não 

sendo um critério bem definido para a ORVA (Leclere et al., 2011). 

No quadro da asma humana é possível observar um infiltrado eosinofílico, no 

entanto, nos cavalos a célula de destaque é o neutrófilo (Debrue et al., 2005). Embora 

a celularidade apresentada no LBA seja diferente em humanos e equinos, a resposta 

inflamatória dos equinos também apresenta um perfil de citocinas compatível com a 

resposta Th2, aumento de IL-4 decréscimo de IFN-γ sugerindo um perfil típico de 

resposta alérgica do sistema respiratório e comparada a asma humana (Lavoie et al., 

2001). Enquanto a IL-4 é bem conhecida no papel da diferenciação de LT e LB, assim 

como ela, outras duas citocinas parecem ter fortes efeitos na desativação dos 

macrófagos, o TGF-β e IL-10, desempenhando um importante papel no equilíbrio das 

respostas Th1 e Th2 (Jackson et al., 2004) 

Diretamente ligada ao recrutamento de neutrófilos está a IL-17, que acredita-

se ser um dos primeiros fatores controladores de citocinas nas doenças pulmonares. 

Induz a liberação de outros mediadores químicos pelas células do epitélio bronquial, 

macrófagos 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-α também é responsável pelo recrutamento de neutrófilos, 

bem como por sua ativação (Hoshino et al., 2000). 

Acredita-se que embora a IL-17 seja um dos primeiros fatores controladores 

de citocinas nas doenças pulmonares e esteja diretamente envolvida no recrutamento 

de neutrófilos, sua ativação e sua modulação depende da ação da IL-1β, citocina pró-

inflamatória 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-γ também foram estudados em 

animais com o perfil de ORVA, e embora em valores variáveis, todos tiveram um 

aumento. Os mediadores químicos têm um papel importante na detecção da ORVA 

e podem servir para o entendimento da doença, (Jackson et al., 2004, Lann et al., 

2006) quanto mais precoce o diagnóstico, melhor será a recuperação desta função a 

longo prazo (Miskovic et al, 2007). 

 

2.6.5 Diagnóstico 

 

A ORVA tem maior propensão a ser diagnosticada durante os meses quentes 

e a maioria dos cavalos começam a mostrar sinais clínicos durante este período. A 

história específica e um exame clínico completo podem ser confiáveis para o 

diagnóstico de cavalos com ORVA (Kutasi et al., 2011) 

Leclere e colaboradores (2011), avaliando o esforço abdominal respiratório e 

o grau de dilatação nasal concluiu que estes parâmetros, assim como a tosse estão 

fortemente associados com a inflamação das vias aéreas, o que corrobora com a 

tabela de escore clínico da ORVA criado por Tesarowski e autores (1996) que avalia 

muitos desses sinais clínicos e é significativamente correlacionada com o percentual 

de neutrófilos superior a 20% no LBA em animais com média de 20 anos de idade 

(Leclere et al., 2011) 

A endoscopia, é um método diagnóstico fundamental (Kutasi et al., 2011), pois 

possibilita a avaliação dos aspectos traqueal e do muco, sendo este um indicativo de 

inflamação das vias aéreas inferiores muito comum na ORVA (Jackson et al., 2000), 

e pode ser mensurado com graduações já consagradas, como a escala de Gerber e 

colaboradores (2004) onde é atribuída uma pontuação para cada item da escala, 

composta por acúmulo de muco, localização, viscosidade e coloração. 

 O LBA, normalmente procedido após a avaliação endoscópica, possibilita a 

contagem diferencial de células, e é considerado uma técnica consistente, podendo 

ser reproduzido quando o cavalo está adequadamente sedado, a amostra é 

adequadamente colhida e um grande volume de líquido é utilizado na instilação 

(Hoffman 2008). A avaliação da amostra citológica presente no LBA é de grande 

importância para uma investigação diagnóstica bem sucedida. O aumento do número 

de neutrófilos é o principal critério diagnóstico para animais acometidos por ORVA 

(Kutasi et al., 2011).  
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Em casos de animais jovens, que estão manifestando a enfermidade pela 

primeira vez, ou em casos de diagnóstico inconclusivo, pode-se recorrer à 

confirmação do processo inflamatória por um perfil de citocinas no LBA (Miskovic et 

al., 2007)  

 

2.6.6 Tratamentos 

 

O restabelecimento do animal e o controle do quadro inflamatório são feitos 

com a redução à exposição a antígenos ambientais, terapia anti-inflamatória e uso de 

broncodilatadores. As drogas sistêmicas mais comumente utilizadas são 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 corticóides inalatórios são 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 sistêmicos. As medicações sitêmicas incluem a dexametasona e a 

prednisolona. O tratamento sistêmico age mais rápido no combate à ORVA, porém 

os efeitos adversos associados a ele são bem maiores do que o tratamento inalatório. 

Os broncodilatadores normalmente são associados devida à persistência do quadro 

inflamatório, isso se prolonga por no mínimo duas semanas. (Couëtil et al. 2007) 

Entre os efeitos adversos dos corticóides sistêmicos estão: supressão e 

disfunção da adrenocortical, laminite, hepatopatia, fadiga muscular, alteração do 

metabolismo ósseo e aumento da suscetibilidade à infecção. Corticóides sistêmicos 

têm levado a uma transição periférica de neutrofilia e linfopenia, acarretando em uma 

subpopulação de linfócitos e células marcadoras, diminuindo a resposta dos 

anticorpos frente à vacinação. (Dauviller et al. 2011) 

Esteroides, sabidamente utilizados em tratamentos de pacientes com asma, 

têm apenas efeitos modestos no controle da hiperresponsividade das vias aéreas. 

Algumas terapias à base de interleucinas, também deram pouco ou nenhum alívio 

aos sintomas da asma, bem como pouco ou nenhum alívio à hiperresponsividade das 

vias aéreas (Canning et al. 2012).  

Além disto, os tratamentos convencionais com β2 agonistas e corticosteroides 

podem promover diferentes graus de alívio e embora previnam os sintomas, muitas 
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pessoas seguem sofrendo dos efeitos da inflamação crônica e progressiva na asma, 

tornando urgente a busca por novos tratamentos (Mullane, 2011). 

 O Albuterol é o medicamento aerossol mais comumente prescrito, 

demonstrando grande efetividade e mínimos efeitos colaterais, com especial eficácia 

no início do quadro de RAO. Alguns animais já atingem a broncodilatação máxima 

com apenas duas instilações (180μg), outros no entanto, exigem até 10 (900μg). Mas 

assim como na asma humana, os broncodilatadores são utilizados associados com 

corticoides, após a confirmação diagnóstica de ORVA, (BERTIN et al. 2011).  

 Alguns mediadores químicos como TNF-α e IFN-γ diminuem a efetividade de 

esteroides em células do músculo liso das vias respiratórias e em células epiteliais 

das vias aéreas de pessoas asmáticas. É possível que o papel Th17 também leve à 

grave resistência ao tratamento com esteroides. (Vazquez-Tello et al., 2013) 

A alteração ambiental é fundamental para o controle da ORVA, pois tem como 

papel a diminuição aos alérgenos, a redução da poeira e o aumento na ventilação 

(Jackson et al., 2000). Mesmo assim, animais mantidos em ambiente com baixos 

níveis de poeira podem ter a função pulmonar alterada por mais 1 a 3 anos após a 

mudança ambiental (Miskovic et al, 2007). 

 

 

2.7 TERAPIA CELULAR 

 

Embora as terapias atuais para a asma sejam eficazes na redução da 

inflamação, a remodelação das vias aéreas é pouco sensível às terapias atuais, como 

os corticosteróides inalados, antileucotrienos, e outros (Firinci et al., 2011) 

Muitos estudos recentes têm demonstrado que células-tronco derivadas de 

tecidos adultos podem desenvolver tecido pulmonar, o que vem estimulando a busca 

por terapias celulares em doenças neste órgão. Alguns resultados mostraram que o 

enxerto de células-tronco foi mais efetivo em camundongos que tiveram injúria 

pulmonar induzida do que em animais saudáveis. Essas células foram capazes de 

promover a redução da extensão do processo inflamatório pulmonar. Os resultados 

apontam ainda para o sucesso da via sistêmica para a administração da terapia 

celular em doenças pulmonares neste modelo. É possível que, o transplante autólogo 

de células tronco, bem como sua dose e tempo de administração, possam aumentar 

a eficiência terapêutica (Ortiz et al. 2003). 
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O papel das CMNDMO pode ser resumido em duas funções principais, o 

mecanismo direto, onde se diferenciam em células maduras que se incorporam ao 

ambiente ou o mecanismo indireto, que consiste nos efeitos parácrinos destas 

células. São capazes de regenerar tecidos, tais como fígado, pulmão, cérebro, 

coração, intestino, músculos e também endotélio (Cuende et al., 2012). A 

administração de CMNDMO pode potencializar a reparação celular das vias aéreas, 

bem como reduzir a remodelação e processos inflamatórios através de efeitos 

parácrinos (Abreu et al, 2011). 

Há evidências que sustentam a hipótese de que mecanismos parácrinos 

mediados por fatores liberados pelas células-tronco adultas sejam residentes ou 

transplantadas, desempenham um papel essencial no processo de reparação 

tecidual, produzem e secretam uma ampla variedade de citocinas, quimiocinas e 

fatores de crescimento que podem estar envolvidos neste processo. Os fatores 

parácrinos são expressos em diferentes tempos e exercem diferentes funções 

dependendo do microambiente após lesão, influenciando as células adjacentes, 

podem assim contribuir para a regeneração e remodelamentos (Gnecchi et al., 2008). 

Quando ratos induzidos à pneumonia com E.coli, foram infundidos com células-

tronco mesenquimais quatro horas mais tarde o tratamento com células-tronco 

mesenquimais demonstrou uma redução na severidade da lesão do pulmão, uma 

melhor depuração bacteriana e redução de TNF-α no LBA 24 h após a infecção 

(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 brônquica (Firinci et al., 2011). Grupta e autores (2007) mostraram que a 

administração intratraqueal de células mesenquimais poderia minimizar a lesão 

pulmonar, diminuindo o edema pulmonar, os níveis de TNF-α e de MIP-1β no LBA a 

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

 

 

2.7.1 Células mononucleares 

 

O termo células mononucleares derivadas da medula óssea serve para 

designar todo o conjunto de células com núcleo unilobulado e citoplasma agranular 

provindas da medula óssea (Cuende et al., 2012). Células adultas, derivadas de 
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medula óssea são potentes moduladores de resposta imunológicas, promovendo 

proliferação celular e re-epitelização pulmonar, que tem sido atribuído à 

imunomodulação sobre a liberação de citocinas ou ativação do sistema imunológico 

endógeno. (Cruz et al. 2012) 

Em humanos é utilizada como terapêutica frequentemente em pacientes 

imunocomprometidos, além disso é utilizada em doenças isquêmicas pois têm um 

papel determinante nos processos de neovas  cularização (Cuende et al., 2012). O 

uso da fração mononuclear pode se dar de forma rápida e menos custosa, uma vez 

que não exige cultivo. Composta por diversos tipos celulares, possui uma porção 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 inflamatório 

da asma alérgica experimental. Em um estudo que utilizou murinos no modelo da 

inflamação alérgica crônica, utilizando terapia intravenosa precoce com CMNDMO, 

conseguiu-se uma redução significativa na hiperresponsividade das vias aéreas, 

diminuição do de colapso alveolar e índice de broncoconstrição, obtendo-se a 

reparação do epitélio das vias aéreas, reduzindo fibrose subepitelial, hipertrofia e 

hiperplasia. Os efeitos parácrinos destas células agiram por via aérea e remodelação 

parênquima pulmonar, resultando em uma melhora na mecânica 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 

óssea são mais eficazes do que as mesenquimais no processo de remodelamento. 

As células mononucleares reduziram a área 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 equilíbrio 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 fração mononuclear 

pode ser administrada facilmente e com segurança, no dia da colheita se necessário, 

a custos mais baixos, e sem risco de rejeição celular (doença do enxerto contra o 

hospedeiro) (Abreu et al., 2013). 
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CAPÍTULO 3 

 

 

3 EM EQUINOS, O NÚMERO DE CÉLULAS MONONUCLEARES É MAIOR NA 

PRIMEIRA ASPIRAÇÃO MEDULAR EM RELAÇÃO ÀS ASPIRAÇÕES 

SEGUINTES. (In horses, the number of mononuclear cells is greater in the first 

aspiration with respect to the following aspirations) 

 

RESUMO 

 

Objetivo: Investigar o número de células mononucleares obtidas após aspirações 

consecutivas em um mesmo ponto de coleta de medula óssea. Material e Métodos: 

Foram estudados quatro cavalos sem raça definida, sedados através da 

administração de acepromazina, xilazina e cloridrato de petidina, para a coleta de 

medula óssea a partir do esterno, com agulha Jamshidi 11G, até o volume total de 

200 mL de medula óssea por animal.  Alíquotas de 500μL da primeira e da última 

seringa coletadas em cada ponto foram armazenadas para contagem do número total 

de células nucleadas. Resultados: A coleta de medula ocorreu de forma adequada, 

sendo possível a obtenção de 200 mL de medula óssea com duas a quatro punções 

por animal. A média para a primeira seringa de cada punção foi de 41,73 x 10  células 

vs. 5,88 x 10  células para a última seringa de cada punção(p<0,0001).  Conclusão: 

Conclui-se que é possível obter grande volume de medula óssea a partir de poucos 

pontos de coleta, mesmo em animais de idade avançada, mas com redução do 

número 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 500μL 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 106 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 INTRODUÇÃO 

 

Apesar do crescimento do uso da terapia celular em equinos, sendo difundida 

em afecções muscoloesqueléticas como tendinite, osteoartrite e recentemente, na 

laminite (Schnabel et al., 2013), alguns aspectos da coleta de medula óssea em 

cavalos continuam pouco estudados, como os pontos ideais de coleta, volume e 

número de células obtidas e os riscos nos quais implicam o procedimento (Durando 

et al., 2006; Adams et al., 2013).  

 Para a obtenção de um grande número de células derivadas da medula óssea, 

é necessário coletar um grande volume de medula óssea, ou um pequeno volume 

que seja destinado ao cultivo celular (Kasashima et al., 2011; Godwin et al. 2012). 

Embora não 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 implicação gera algumas questões sobre a quantidade de medula óssea 

que pode ser aspirada por punção para atingir o número de células desejado tanto 

para cultivo, quanto para a aplicação de células mononucleares. 

Em humanos, são feitas diversas punções de no máximo 5 mL para se obter o 

volume final desejado, devido ao já conhecido fato da redução no número de células 
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após várias coletas num mesmo ponto (Riul e Aguillar 1997; Castro Jr et al., 2001). 

Em cavalos, várias punções podem não ser bem aceitas pelos proprietários, e quando 

é preciso um grande volume de medula óssea, parece preferível que se obtenha o 

mesmo por meio do menor número de punções possível. 

Nosso grupo de estudo vem estudando o efeito de células mononucleares 

derivadas de medula óssea em cavalos com Obstrução Recorrente das Vias Aéreas, 

sendo necessário um mínimo de 500 milhões de células, obtidos a partir de 200 mL 

de medula óssea do esterno. Até o momento, não existem estudos sobre o número 

de células obtidos em um volume elevado, assim como se é possível obter 200 mL 

de medula óssea a partir de um número mínimo de punções. 

 Assim, o presente estudo busca investigar a possibilidade de extração de um 

grande volume de medula óssea do esterno bem como comparar o número de células 

mononucleares que são obtidas nas primeiras e últimas aspirações em cada ponto 

puncionado para a coleta de medula óssea.  

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Animais 

 

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

Pontifícia Universidade Católica do Paraná, sob o número 788. 

Foram estudados quatro cavalos sem raça definida, pesando entre 440kg e 

520kg e com idade entre 18-24 anos, em bom estado de saúde atestado por meio de 

exame clínico e análise hematológica. Três meses antes do experimento os animais 

foram desverminados e vacinados contra tétano, influenza equina, raiva e 

encefalomielite.  

 

3.2.2 Coleta de Medula Óssea e Contagem de Células Mononucleares 

 

  Os cavalos foram mantidos em jejum por no mínimo seis horas antes do 

procedimento, para sedação com acepromazina 1% intravenosa (IV) (Acepran, 0.035 

mg/kg, Vetnil, São Paulo, Brasil). O local de coleta entre a quarta e a sexta 
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esternébras foi tricotomizado, seguido por anestesia subcutânea local com 8 mL de 

cloridrato de lidocaína 2% (Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e antissepsia com iodo 

povidona degermante e álcool. Após, a sedação foi complementada com xilazina 10% 

IV (Sedomin, 0.5 mg/kg, König, São Paulo, Brasil) e cloridrato de petidina 5% IV 

(Dolosal, Cristália, São Paulo, Brasil). 

 Para a punção, 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 sódica 5000UI/mL (Hemofol, Cristália, São Paulo, 

Brasil), sendo coletadas 30 seringas para cada animal, totalizando 200 mL de medula 

óssea (aproximadamente 7 mL por seringa). 

Cada seringa foi numerada de forma crescente, da primeira até a última 

aspiração em cada ponto de coleta, mas como objetivo do presente estudo, 

comparou-se a primeira e a última seringa de cada ponto puncionado, para avaliar a 

quantidade de células nas amostras. Com esta finalidade, foram reservadas alíquotas 

de 500μL da primeira e da última seringa coletadas em cada ponto e a contagem do 

número total de células nucleadas foi realizada utilizando o contador Cell-Dyn 1300 

(Abbott Laboratories, Estados Unidos). 

 

3.2.3 Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada por meio do teste de Wilcoxon, 

usando o software Graph Pad Prism versão 3.0 para Windows (San Diego, Califórnia, 

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

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

O procedimento de coleta de medula óssea ocorreu sem complicações nos 

quatro cavalos. Foi possível coletar o volume estimado para todos os animais e fazer 

mais de uma punção em cada. Dentre os animais utilizados no experimento, dois 

tiveram dois pontos do esterno puncionados, um teve três pontos e o outro teve 

quatro, totalizando 11 punções. Nos dias seguintes ao procedimento os animais foram 

monitorados, e não demostraram alterações 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 punção foi de 41,73 x 10  células e para a última 

seringa da mesma punção foi de 5,88 x 10  células, mostrando uma diferença 

significativa (p<0,0001).   

  

Tabela 1 – Valores em milhões de células mononucleares por mililitro de medula 

óssea coletada do esterno de equinos, na primeira e última seringa de cada 

punção.  

 Ponto de Coleta 
 

Primeira aspiração Última aspiração 

Cavalo 1 1º  76,5 9,2 
 2º  71,3 6,7 

Cavalo 2 1º  36,2 6,4 
 2º  50,6 6,8 
 3º  22,8 7 

Cavalo 3 1º  26,4 5,8 
 2º  31,6 3,7 
 3º  22,2 3,7 
 4º  54,8 4,7 

Cavalo 4 1º  29,8 6,4 
 2º  36,8 4,3 

Médias 2,75  41,73 5,88 
 

 

3.4 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

A coleta de medula óssea em cavalos com idade avançada representa um 

nicho importante, já que estes animais comumente apresentam doenças crônicas e 

vêm de tratamentos repetidos, muitas vezes tolerantes ou refratários, portanto, são 

potenciais pacientes para a terapia celular.   

O esterno foi escolhido como local de coleta de medula óssea 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 ilíaca a coleta pode estar dificultada ou em menor volume, 

além disso o rendimento de células obtidas pela aspiração na crista ilíaca é menor 

(Delling et al., 2012). Embora o esterno seja uma boa fonte de coleta, existe um 

grande risco pelo fato do coração estar logo acima das esternébras indicadas à 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 punções parece vantajoso, 

especialmente para quem deseja a obtenção de células mononucleares para 

tratamento no mesmo dia.  

A aspiração de medula óssea em equinos é 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 óssea do esterno dos cavalos. Os volumes aspirados são pequenos porque 

são normalmente destinados ao cultivo de células-tronco mesenquimais utilizadas 

para o tratamento de afecções do sistema musculoesquelético dos equinos, 

necessitando de um baixo número de células, entre 10 e 20 milhões (Godwin et al., 

2012; Schnabel et al., 2013). Contudo, para a obtenção de um volume maior de 

células mononucleares, pode ser necessário um volume maior de medula óssea. 

Desta forma, no presente estudo foram coletados 200 mL de medula óssea de cada 

animal. Neste caso, precisou-se estabelecer as diferenças entre o número de células 

mononucleares obtidas na primeira e na última aspiração, já que em outros trabalhos 

em humanos e em equinos jovens foi demonstrado que essa diferença é importante 

(Muschler et al., 1997; Adams et al. 2013).  

Em humanos, o volume de medula óssea coletada é estabelecido de acordo 

com as condições físicas 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 óssea. Este volume é obtido em diversas aspirações que variam entre 3 

mL e 5 mL por local puncionado, o que proporciona um número 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 óssea 

na obstrução recorrente das vias aéreas. Assim, foi interessante de se constatar que 

a coleta de 200 mL de medula óssea foi possível a partir do esterno desses animais, 

sem que houvesse prejuízo à saúde dos mesmos, possibilitando a obtenção do 

número de células desejado de no mínimo 500 milhões para o tratamento (dados não 

demonstrados). 

Os nossos resultados mostram que o número de células mononucleares obtido 

na primeira aspiração da medula óssea é significativamente mais elevado do que na 

aspiração 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 número de unidades formadoras de colônias quando em cultivo (Kasashima et 

al., 2011). Em um estudo recente, Kasashima et al. (2011) recomenda múltiplas 

punções da mesma esternébra com a aspiração de pequenas quantidades. 

Esta diferença no número de células de acordo com o volume de aspiração 

pode ser explicada pela diluição progressiva da medula óssea com o sangue 

periférico, dependendo das características locais de vasos e fluxo sanguíneo 

(Muschler et al., 1997). Além disso, alguns autores também alertam sobre as 

diferenças individuais entre os animais (Carter-Arnold et al., 2013). 

Em pacientes com idade avançada, foi possível coletar um grande volume de 

medula óssea do esterno. Da mesma maneira que encontrado em humanos, a 

aspiração de volumes iniciais proporcionou um maior número de células 

mononucleares. Porém, um grande volume aspirado em poucas punções pode 

significar um ganho importante para o paciente, já que este fica sob efeito anestésico 

durante um tempo mais curto e sofre menos perfurações, diminuindo a exposição ao 

risco durante e após o procedimento. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

4 EVIDÊNCIAS DE MELHORA CLÍNICA EM CAVALOS COM OBSTRUÇÃO 

RECORRENTE DAS VIAS AÉREA TRATATOS COM CÉLULAS 

MONONUCLEARES AUTÓLOGAS DERIVADAS DE MEDULA ÓSSEA. (Clinical 

evidence of improvement in horses with recurrent airway obstruction medicated with 

autologous bone marrow mononuclear derived cells) 

 

RESUMO 

Introdução: A obstrução recorrente das vias aéreas (ORVA) é uma enfermidade 

crônica dos equinos estabulados, que manifesta-se por dispneia, intolerância ao 

exercício, esforço abdominal expiratório, tosse e secreção nasal, impactando 

principalmente animais atletas. A terapia celular apresenta resultados benéficos na 

inflamação pulmonar, mas não foi estudada na ORVA dos cavalos. No presente 

estudo levanta-se a hipótese de que o tratamento com terapia celular autóloga por 

células mononucleares resulta em melhora, equivalente a tratamento convencional, 

para equinos com ORVA. Objetivo: Avaliar a terapia celular autóloga, utilizando a 

porção de células mononucleares derivadas da medula óssea (CMNDMO), em 

animais com ORVA, e comparar com a terapia convencional com dexametasona. 

Métodos: Foram usados treze equinos mestiços, de ambos os gêneros, com média 

de idade 16,3 ± 2,2 anos e média de peso de 478,2Kg ±15,8, com histórico de dispneia 

crônica e recorrente. Seis deles tiveram medula óssea coletada a partir do esterno e 

a fração mononuclear isolada por gradiente de densidade e congelada a -192°C. O 

quadro clínico foi induzido tendo feno sacudido próximo às narinas por dois minutos 

ao dia e suas camas eram reviradas 4 minutos por dia. A perda amostral foi de cinco 

animais que não 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 instilação intratraqueal com células mononucleares autólogas 

derivadas da medula óssea. Após a indução, foram considerados no quadro de ORVA 

os equinos que apresentaram expiração abdominal prolongada, tosse e presença de 

muco nasal, sem febre, tendo neutrofilia superior a 25% no lavado broncoalveolar 

(LBA) e escore clínico de no mínimo 10segundo Tesarowski et al. (1996). Todos os 



27 

animais foram mantidos estabulados durante o período do estudo, mas com a 

substituição do feno e da aveia por verde fresco e ração peletizada. Durante o 

tratamento, os cavalos de ambos os grupos foram reavaliados em 7 e 21 dias. A 

análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA one-way) seguida 

do teste de Tukey de múltipla comparação e os valores são apresentados como média 

± desvio padrão da média (SD). Resultados: As terapias demonstraram decrécimo 

do esforço respiratório nos dias sete e 21 em relação 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 relação 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 

declínio significativo do número de neutrófilos nos dias sete e 21 em relação 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 macrófagos nos dias 

sete e 21 em relação 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 

instilação intratraqueal com CMNDMO melhora o quadro inflamatório em cavalos com 

ORVA mantidos estabulados, por um período de 21 dias, igualmente à 

dexametasona. 

 

Palavras-chave: terapia celular, vias aéreas, cavalos, neutrófilo, macrófago 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 INTRODUÇÃO 

 

A obstrução recorrente das vias aéreas (ORVA) é uma enfermidade crônica 

dos equinos bastante conhecida. Acomete em sua maioria, animais estabulados por 

longos períodos, mas pode ser encontrada em animais a pasto, associada às 

pastagens de verão. Manifesta-se por dispneia, intolerância ao exercício e esforço 

abdominal expiratório, tosse, corrimento nasal e ausência de febre (Couëtil et al., 

2007; Erck-Westergrenn 2013; Venugopal et al., 2013). 

 Sua patofisiologia envolve a hipersensibilidade a alérgenos e irritantes 

inalantes, hiperresponsividade das vias aéreas, broncoconstrição e hipersecreção de 

muco (Robinson, 2001; Couëtil et al., 2007; Kutasi et al., 2011) que é maior nos 

animais estabulados, mas em sua maioria não visível externamente (Millerick-May et 

al., 2008). Animais acometidos podem apresentar alterações dos sons pulmonares 

tais como crepitação e sibilo, corrimento nasal bilateral e aumento nas frequência e 

intensidade respiratória (Léguillette et al., 2003; Aharonson-Raz, 2012). 

Seu impacto é mais significativo em animais ligados à prática esportiva, visto 

estes animais dependem da atividade física, e já que durante a fase de exacerbação 

da doença, ocorrem alterações funcionais significativas, tais como um aumento da 

pressão transpulmonar, dispneia, diminuição na capacidade ventilatória e em casos 

graves, hipoxemia, e sérios déficits no rendimento esportivo (Erck-Westergrenn, 

2013). 

Quando os cavalos susceptíveis entram em contato com o antígeno, 

normalmente através das células apresentadores de antígeno, especialmente os 

macrófagos alveolares, ocorre a liberação de mediadores químicos que fazem a 

quimiotaxia de neutrófilos (Laan et al., 2006; Joubert et al., 2011), provocando 

reações alérgica e inflamatória ocorrem simultaneamente, e a hipersensibilidade da 

mucosa das vias aéreas estimula um grande número neutrófilos, que ultrapassam os 

25% na contagem citológica diferencial do lavado broncoalveolar (De Luca et al., 

2008) e linfócitos que são responsáveis pelas respostas Th1 e Th2 e pela secreção 

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 mudança ambiental, reduzindo à exposição 

de antígenos ambientais, associado a anti-inflamatórios esteroidais e 

broncodilatadores combinados (Leclere et al., 2010). A administração sistêmica de 
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corticóides para o tratamento da ORVA se mostra a mais eficaz em casos graves, 

mas provoca diversos efeitos indesejáveis (Dauvillier et al., 2011). 

 Em virtude da necessidade de terapia intermitente e de manutenção em 

equinos com ORVA, e dos efeitos colaterais associados a corticoterapia crônica em 

equinos, este trabalho teve por objetivo avaliar a terapia celular autóloga com células 

mononucleares da medula óssea dos animais com ORVA, e comparar sua eficácia 

com a terapia convencionalmente utilizada, a base de corticoides segundo De Luca 

et al. (2008). 

 A terapia celular vem sendo utilizada devido à sua capacidade de 

repovoamento e regeneração teciduais, assim como neovascularização, 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 

fígado, pulmão, cérebro, coração, intestino, e músculo e também células endoteliais 

(Cuende et al., 2012).  

Além da diferenciação e replicação celular, há evidências de que um dos 

efeitos benéficos (provavelmente o mais importante) de células derivadas de medula 

óssea refletem em um mecanismo parácrino. Isso inclui a produção de quantidades 

significativas de citoquinas e fatores de crescimento com diferentes ações, incluindo 

a prevenção de apoptose, citoproteção das células nativas viáveis, efeitos anti-

inflamatórios, redução de fibrose, e o recrutamento de células específicas (Cuende et 

al., 2012).  A interação entre os diferentes tipos de células, dependendo do meio de 

cultura ou de onde se encontram, influenciam as interações parácrinas. (Kolbeet al., 

2011). 

Existem resultados em murinos que foram desafiados à asma e tratados com 

células mononucleares, que demonstram uma melhora importante na mecânica 

pulmonar, com a redução do colapso alveolar, de fibrose e de broncoconstrição. 

Ocorreu ainda a reparação do epitélio das vias aéreas, com redução da hipertrofia e 

hiperplasia locais. Estes resultados foram alcançados com um pequeno grau de 

enxerto pulmonar, sugerindo um papel importante dos efeitos parácrinos, e denotam 

que a terapia com células mononucleares é um tratamento eficaz (Abreu et al., 2011). 

 A hipótese do presente estudo é que o grupo tratado com terapia celular 

autóloga por células mononucleares, apresenta melhora clínica equivalente ao grupo 

tratado com dexametasona via oral, para equinos com ORVA. 
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Delineamento do estudo 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal da PUCPR 

sob o número de registro 788. Foram estudados treze equinos mestiços, de ambos 

os gêneros, com a média de idade 16,3 ± 2,2 anos e média de peso de 478,2Kg ±15,8, 

com histórico de dispneia, intolerância ao exercício, corrimento nasal bilateral, tosse 

e ausência de febre. Foram desverminados e vacinados contra Herpes-vírus tipos I e 

IV, tétano e influenza. Três deles pertenciam ao Regimento de Polícia Militar Montada 

do Paraná, e assim, permaneceram em atividade, sendo mantidos estabulados 

durante todo o experimento, o restante pertencia a Pontifícia Universidade Católica 

do Paraná, e permaneceram a pasto por três meses antes do início do experimento. 

Todos os equinos foram clinicamente e hematologicamente avaliados, excluindo que 

qualquer enfermidade estivesse presente. No período que antecedeu o tratamento, 

os cavalos eram alimentados com de ração peletizada, aveia amassada e feno de 

gramínea ad libitum bem como água.  

 Os cavalos permaneceram sem medicação prévia por no mínimo 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 instilação traqueal com células 

mononucleares autólogas derivadas da medula óssea. 

Ambos os grupos foram induzidos à crise tendo feno sacudido próximo às 

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). Após a indução e a obtenção do escore 

clínico de no mínimo 10 pontos (Tesarowskiet al.1996), todos os animais 

permaneceram estabulados mas tiveram como parte do tratamento a alteração 

ambiental, realizada com a substituição do feno por verde fresco e ração peletizada, 

minimizando contato com alérgenos (De Luca et al. 2008).  

Foi utilizado como critério de inclusão no estudo animais com o fenótipo da 

ORVA observado através dos sinais clínicos manifestados pelos equinos (equinos 

que apresentaram expiração abdominal prolongada, tosse e presença de muco nasal, 

sem febre concomitante) (Kutasiet al., 2011; Erck-Westergrenet al., 2013), pontuação 
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acima de 10 no escore clínico conforme Tesarowskiet al. (1996) e neutrofilia ≥25% 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 (tópicos 3.2.4). 

 

Figura 1: Linha temporal do estudo.  Linha do tempo de ambos os grupos de cavalos 

com obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal de células 

mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), 

avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Permaneceram estabulados 

 

4.2.2 Obtenção e processamento da medula óssea 

 

Os animais foram sedados com acepromazina 1% IV (0,05 mg/kg de Acepran 

1% IM-  Univet®), higienizados, tricotomizados e anestesiados com lidocaína 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 

a50mg de cloridrato de petidina por via intravenosa. Foram aspirados 200ml de 

medula óssea de cada animal, usando agulha de coleta de medula óssea 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 sódica 5000UI/ml (Hemofol®), sempre 
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preservadas em isopor com gelo, mesmo após a coleta, até a chegada ao laboratório. 

Sob a câmara de fluxo, as amostras foram colocadas em tubos cônicos de 50ml para 

centrífuga, foram retirados 300µl de seu conteúdo, filtrados em malha de 100µm 

(Cellstrainer - BD®), para contagem de células no contador Mindray (BC 2800). Após 

a verificação da contagem, as amostras foram processadas de acordo como descrito 

por Boyum adaptado (1968). A medula óssea foi centrifugada a 650g por 30 minutos, 

e a camada que se formou entre o plasma e a papa de hemácias foi retirada e 

colocada em um tubo cônico de 50ml com 20ml de IMDM.  

Este conteúdo foi colocado sobre o gradiente de densidade 

Ficoll/Histopaque®-1077 (Sigma®) e novamente centrifugado a 650g por 30 minutos, 

onde ocorre a formação do anel de células mononucleares. Este foi cuidadosamente 

pipetado e colocado em tubo cônico de 50mlcom 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 300µl foram retirados para a contagem celular pós isolamento.  

Após a determinação do número de células, o material foi preparado para o 

congelamento. O meio de congelamento era constituído de10% Soro Fetal Bovino, 

10% dimetilsulfóxido (DMSO) e 80% células mononucleares em IMDM. Armazenado 

em bolsas secas de transfusão acondicionadas a -80°C por 24 horas e depois 

transferidas para o nitrogênio líquido a -192 ºC até o momento da realização da 

terapia celular.  

No dia da instilação 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 solução fisiológica (NaCl 

0,9%). Em seguida estas eram filtradas em malha de 100µm (Cellstrainer - BD®), 

sendo 300µl destinados à contagem de células no contador Mindray (BC 2800).  

Outra alíquota de células foi corada separada e destinada à citometria de fluxo 

para verificar a viabilidade das células (Abreu et al., 2011; Carter-Arnold et al., 2013). 

Finalmente, eram adicionados 5ml de soro autólogo do paciente e armazenadas no 

volume total de 20ml destinados à instilação. 
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4.2.3 Avaliação clínica, endoscópica e lavado broncoalveolar 

 

As avaliações clínicas foram realizadas antes e após os tratamentos, sempre 

por dois médicos veterinários, quais não sabiam dos tratamentos realizados, e 

incluíram medições de frequência cardíaca (FC), frequência respiratória (FR), tempo 

de preenchimento capilar (TPC) e temperatura retal (TR), avaliação de mucosa nasal 

e corrimento nasal; linfonodos submandibulares e retrofaríngeos, reflexo de tosse, 

ausculta e percussão pulmonar; e avaliação de esforço abdominal durante a 

respiração e avaliação esndoscópica (McGorumeDixon, 2007; Mickovick et al.,2007). 

A partir do exame físico atribuiu-se um escore clínico conforme Tesarowski et al. 

(1996).  

Todas as avaliações foram procedidas com os animais em repouso e no 

período matutino. Embora não tenha sido provada a influência na contagem celular 

do LBA de animais com ou sem exercício prévio, há uma diferença na quantidade de 

muco nas vias respiratórias, que costuma ser maior logo após o exercício (Hoffman 

2008).  

Para a coleta do LBA foi realizada sedação com detomidina (0,005 mg / kg de 

peso corporal IV) (Hoffman 2008; Pacheco et al., 2014) e cloridrato de petidina 

(50mg/ml, 1ml IV). Para a endoscopia respiratória foi utilizado um fibroscópio flexível 

Olympus de 170 cm de comprimento e 12 mm de diâmetro, introduzido por uma das 

narinas conduzindo-se o exame até a bifurcação da traqueia.  

Fez-se a avaliação da quantidade, coloração e viscosidade de muco traqueal, 

bem como espessura da carina, também chamada de septo traqueal , conforme 

Gerber et al. (2004), onde o valor atribuído para o acúmulo de muco é tanto maior 

quanto maior for sua quantidade, variando de 0 a 5; o valor atribuído para a coloração 

do muco é tanto maior quanto maior for sua transparência, variando de 1 a 5; o valor 

atribuído para a viscosidade do muco é tanto maior quanto maior for sua aderência, 

variando de 1 a 5.  

Para a realização do LBA, um cateter flexível de silicone marca Cook (V-PBAL-

300, Cook Vet Products, Hamburg, Alemanha), de 300 cm de comprimento e 8 mm 

de diâmetro, foi introduzido por uma narina até parar em um segmento de brônquio, 

onde foram instilados 500ml de solução NaCl 0,9% levemente aquecida (Hoffman 

2008; Michelotto 2010), em quatro etapas de 120ml de instilação e recuperação 

consecutiva até completar o volume total.  
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O LBA foi conservado em ambiente refrigerado até chegar ao laboratório, onde 

foi centrifugado a 340g em 4C por 6 minutos (Michelotto 2010). Parte do sobrenadante 

foi retirado e congelado a -20°C para análises futuras. O pellet foi ressuspendido em 

parte do sobrenadante e fez-se esfregaço em lâmina citológica, 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 à sedação com xilazina 10% (0,5mg / kg de peso 

corporal IV) (Hoffman, 2008) para assim realizar o transplante autólogo de células 

mononucleares, sendo previsto a instilação de uma suspensão contendo entre 

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

única dose.  

 O procedimento foi realizado com auxílio do endoscópio, sendo posicionado 

próximo à bifurcação da traqueia, utilizando-se uma sonda de polietileno estéril 

inserida pelo canal de trabalho do endoscópio, depositando-se a suspensão de 

células na região da carina. Após a instilação das células, os animais foram mantidos 

por 10 minutos com a cabeça em posição natural, sem abaixar, até o retorno à baia. 

  

4.2.5 Análise estatística 

 

Para a análise dos resultados nos períodos de avaliação, em cada grupo, se 

utilizou a análise de variância (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de 

múltipla comparação, e teste t de student para a comparação entre grupos nos 

mesmos momentos de avaliação, utilizando GraphPadPrism versão 5.00 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA). Os valores são 

apresentados como média ± desvio padrão da média (SD), e valores de p<0,05 foram 

considerados como significativos. 
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4.3 RESULTADOS 

 

Após a coleta de medula óssea procedida na região do esterno, os animais 

permaneceram hígidos, sem quaisquer alterações físicas ou comportamentais. A 

média de células obtidas foi de 22,59 x 10  ±8,21 células, no momento prévio ao 

isolamento. Após o isolamento das células, a média ficou em 2,02 x 10  ±0,93 

CMNDMO. Após o descongelamento da suspensão, a média de células conseguidas 

para a realização 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 óssea (esterno) de 

quatro equinos com obstrução recorrente das vias aéreas. Está demonstrado o 

número médio de células ±SD, nos momentos de obtenção e após o 

descongelamento para o transplante. 

 

 

 Dois dos treze animais apresentaram desconforto abdominal durante o período 

de indução à doença. Estes foram examinados e, como não houve evolução do 

quadro, permaneceram no processo de indução até que se obtivesse o quadro clínic 

o da ORVA e o escore de Tesarowski et al. (1996) desejado. Permaneceram no 

estudo apenas oito equinos, os demais animais não alcançaram o escore clínico 

desejado e foram excluídos do estudo. 

No presente estudo, todos os animais apresentavam esforço abdominal 

expiratório, percebido pela hipertrofia da musculatura abdominal oblíqua, formando o 

que se denomina linha de heaves. Após ambos os tratamentos, houve diminuição do  

esforço respiratório, constatado diminuição da percepção da linha de heaves e 

diminuição do escore clínico (Tesarowski et al.; 1996) para os dois grupos, sem 

qualquer diferença significativa entre os tratamentos, observado nos gráficos (Figuras 

2A e 2B). 
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Figura 2: Resultados de esforço respiratório - (A) escore clínico segundo Tesarowski 

et al. (1996) e (B) presença de esforço respiratório. Ambos de cavalos com obstrução 

recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal de células mononucleares 

derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 

dias após o início dos tratamentos. Valores apresentados como média ±SD, 

evidenciando diferença significativa entre o período inicial e os demais em ambos os 

grupos. 

 

Embora alguns animais tenham apresentado diferença na espessura da carina,  

isso não foi significativo em nenhum dos grupos durante todas as avaliações (Figura 

3A). As quantidades de muco traqueal observadas no exame endoscópico não 

diferiram entre os grupos e momentos de avaliação (Figura 3B). 

 A coloração do muco não apresentou alterações no grupo Gcel nos momentos 

de avaliação, porém no grupo Gdex apresentou diferença 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 período de avaliações no grupo Gdex (p<0,05) indicando 

que o muco aparentemente adquiriu maior fluidez (Figura 3D). 
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Figura 3: Avaliação endoscópica e graduação de muco – (A) Avaliação do septo 

traqueal ou carina por endoscopia respiratória de animais com obstrução recorrente 

das vias aéreas tratados com instilação traqueal de células mononucleares derivadas 

da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias após 

o início dos tratamentos; (B) Avaliação do acúmulo de muco conforme Gerber et al. 

(2004) de animais com obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação 

traqueal de células mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e 

dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos; 

(C) Avaliação da coloração do muco conforme Gerber et al. (2004) de animais com 

obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal de células 

mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), 

avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos; (D) Avaliação da viscosidade 

do muco conforme Gerber et al. (2004) de animais com obstrução recorrente das vias 

aéreas tratados com instilação traqueal de células mononucleares derivadas da 

medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias após o 

início dos tratamentos; 
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A quantidade de LBA recuperado não diferiu entre os grupos e momentos de 

avaliação, assim como não houve diferença significativa na contagem de células 

totais do LBA (Tabela 3 e Figuras 4A e 4B). 

No presente estudo, o número percentual médio de neutrófilos foi menor na 

avaliação do dia sete bem como no dia 21, tanto no Gdex quanto no Gcel, em relação 

à avaliação inicial (Tabela 3 e Figura 5A). Não houve diferença na comparação entre 

os grupos nos momentos de avaliação. 

Evidenciou-se aumento no número de macrófagos, que foi significativo nos 

dias 7 e 21 de ambos os grupos em relação à avaliação inicial (Tabela 3 e Figura 5B). 

Não houve diferença na comparação entre os grupos nos momentos de avaliação. 

 

Tabela 3: Volume recuperado no LBA e perfil citológico. Avaliação do percentual de 

lavado broncoalveolar recuperado, do número total de células e da contagem 

diferencial destas células em animais com obstrução recorrente das vias aéreas 

tratados com instilação traqueal de células mononucleares derivadas da medula 

óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias após o início dos 

tratamentos. 

 

No Gdex a maior média do percentual de linfócitos 17,5 ±8,0 foi no dia 21 e no 

Gcel no mesmo período foi de 22,5 ±13,2. Porém não houve diferença estatística 

significativa no número de linfócitos (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 já difundido a base de 

dexametasona. 

 

Figura 4: Avaliação do volume de LBA recuperado e células totais - (A) Avaliação do 

percentual de recuperação do LBA de animais com obstrução recorrente das vias 

aéreas tratados com instilação traqueal de células mononucleares derivadas da 

medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21dias após o 

início dos tratamentos;(B) Avaliação do número de células totais do LBA de animais 

com obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal de células 

mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), 

avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos. 

 

Figura 5: Avaliação do perfil citológico do lavado broncoalveolar (LBA) - (A) Avaliação 

do percentual de neutrófilos no LBA de animais com obstrução recorrente das vias 

aéreas tratados com instilação traqueal de células mononucleares derivadas da 

medula óssea (Gcel) e dexametasona oral (Gdex), avaliados sete e 21 dias após o 

início dos tratamentos;(B) Imagem de um esfregaço de LBA de um cavalo com 

obstrução recorrente das vias aéreas com neutrofilia na avaliação inicial ou dia 0, 

destacando neutrófilos; (C) Avaliação do percentual de macrófagos no LBA de 

animais com obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal 

de células mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral 

(Gdex), avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos; (D) Imagem de um 

esfregaço de LBA destacando macrófagos alveolares de um cavalo com obstrução 

recorrente das vias aéreas; (E) Avaliação do percentual de linfócitos no LBA de 

animais com obstrução recorrente das vias aéreas tratados com instilação traqueal 

de células mononucleares derivadas da medula óssea (Gcel) e dexametasona oral 
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(Gdex), avaliados sete e 21 dias após o início dos tratamentos; (F) Imagem de um 

esfregaço de LBA destacando linfócitos de um cavalo com obstrução recorrente das 

vias aéreas; 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo, testou-se a hipótese de que células mononucleares 

derivadas da medula óssea podem, a exemplo do observado em modelo de 

camundongos asmáticos (Abreu et al., 2011; Cruz et al., 2012; Abreu et al., 2013), 

apresentar efeito benéfico em quadro inflamatório pulmonar em cavalos com ORVA 

(asma dos cavalos), o que não se tem conhecimento de ter sido reportado 

anteriormente. A fonte de medula óssea escolhida foi o esterno pela facilidade e 

qualidade de obtenção, pois embora a crista ilíaca seja uma fonte confiável de 

CMNDMO de equinos, em cavalos de meia-idade é mais recomendado a aspiração 

no esterno (Delling et al., 2012), podendo ser procedida em múltiplas punções da 

mesma esternébra, sendo o mais indicado aspirar entre 4º e 6º esternébra 

(Kasashima et al., 2011). 

 A quantidade de células mononucleares instilada foi estipulada entre 500 

milhões e 1 bilhão de células, e foi estabelecida baseada em parâmetros de terapia 

celular em tendões de equinos, que usa uma dose a partir de 10 e 20 milhões (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 bilhões de células (Murphy et al, 

2011). Como não se tem referência em terapia celular em vias aéreas de equinos, é 

possível que a quantidade de células, bem como o número de aplicações sofra 

variações com o avanço científico e a obtenção de maiores esclarecimentos a 

respeito. 

A quantidade desejada de medula óssea para se conseguir o número 

estabelecido de células foi 200 mL, obtida sem dificuldade, o que possibilitou utilizar 

uma grande quantidade de células em um processo rápido que dispensou o cultivo 

celular, resultando em tratamento economicamente mais acessível em relação ao uso 

de células-tronco. Houve, porém, uma grande redução do número de células 

mononucleares no isolamento, restando apenas 9% ±2% do valor inicial de células 

viáveis, onde outros autores encontraram uma média de recuperação de células 

mononucleares derivadas da medula óssea de 44,0% ±30,0% tendo o esterno como 

fonte e 43,0% ±29,0% tendo a crista ilíaca (Adams et al., 2013). Provavelmente isso 

ocorreu por diferenças de protocolos, possivelmente pela falta da filtragem da medula 

óssea logo após a coleta, etapa que não foi procedida no presente estudo, e/ou baixa 

dose de anticoagulantes empregada, já que os equinos possuem alta taxa de 
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agregação celular, aderindo às mononucleares e reduzindo sua taxa de isolamento 

(Alves et al., 2009). 

Após o descongelamento, o percentual de recuperação das células foi de 54% 

±14% de células biologicamente ativas, os outros 46% ficam retidos na malha de 

filtragem ou morrem durante o processo. Não se tem definidos parâmetros de 

recuperação após o descongelamento, em equinos. Em humanos, o percentual de 

recuperação após o descongelamento é 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 após o descongelamento (Alves et al., 2009; Ribeiro et al., 2012). 

Embora tenha havido algumas quebras no processamento das células 

mononucleares, o número de células viáveis 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 fenótipo de ORVA com 

manifestação clínica da doença, e embora testes de avaliação da função pulmonar, 

ou de nível de O² e CO², não tenham sido executados, demonstrou-se anteriormente 

que animais com escore elevado de ruídos respiratórios anormais e tosse, tiveram 

redução acentuada da PaO² (Rettmer et al., 2014), sugerindo que a indução da 

manifestação clínica da ORVA, pelo aumento no escore clínico estabelecido, resultou 

em comprometimento da troca gasosa nos animais investigados, no momento prévio 

ao início dos tratamentos. Portanto, procurou-se a avaliação criteriosa dos animais, 

realizada por dois profissionais experientes, através do escore clínico descrito por 

Tesarowski et al. (1996). Os animais do presente estudo, foram aleatoriamente 

distribuídos para um dos grupos de tratamento quando chegaram no escore clínico 

desejado mínimo de 10. 

 A confirmação do diagnóstico de ORVA deu-se pela avaliação endoscópica, 

observando a graduação de muco traqueal (Gerber et al., 2004)e a quantidade 

percentual de neutrófilos. Com relação à quantidade de muco traqueal, observou-se 

alterações importantes no aspecto das vias aéreas inferiores, como a presença de 

muco e sua localização e coloração durante o quadro inflamatório da ORVA. O 

esforço respiratório, a tosse e a dilatação das narinas também estiveram presentes 

nos animais induzidos que desenvolveram o quadro da doença e foram fortemente 

associados com a inflamação das vias aéreas em outros cavalos com ORVA. Dessa 
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maneira os sinais clínicos e os achados endoscópicos foram conjugados ao histórico 

dos animais, bem como o percentual de neutrófilos >25% no LBA. (Leclere et 

al.,2011). 

A sedação com xilazina durante a terapia celular foi uma opção utilizada para 

proporcionar conforto aos animais, já que esta confere relaxamento da musculatura 

lisa e broncodilatação, conferindo uma maior capacidade de ventilação 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 após a avaliação endoscópica, foi mensurado e comparado 

em todos os tempos e tratamentos, demonstrando que não houve diferença no 

volume recuperado assim como não houve diferença significativa na contagem 

diferencial de células assim como encontrado por outros autores (Michelottoet al. 

2010), contrariando outros estudos, onde quanto mais grave a enfermidade 

inflamatória pulmonar, menor o volume de LBA recuperado (Miskovic et al., 2007; 

Hoffman 2008 Koblinger et al., 2011). 

O macrófago alveolar tem um importante papel no desenvolvimento do fenótipo 

da ORVA, e sua ativação ao entrar em contato com o alérgenos éo que desencadeia 

a resposta inflamatória (Laan et al., 2006), promovendo a liberação de citocinas pró-

inflamatórias que entre outras atividades atrai os neutrófilos (Joubert et al., 2011; Laan 

et al., 2006). Muito embora o número de macrófagos tenha aumentado, isso não 

significa que o grau de atividade fagocitária também tenha aumentado, sendo 

possível que apesar do maior número de macrófagos, os mesmos não estivessem 

ativados (Laan et al., 2006; Aharonson-Raz, 2012). O que se sabe é que houve um 

retorno do perfil celular ao que é considerado normal de um animal com o ambiente 

pulmonar saudável, evidenciado em ambas as terapias investigadas, de forma 

bastante equiparada, sugerido que este ambiente estivesse sofrendo um processo de 

remissão da doença, já que os macrófagos são as células mais abundantes no 

pulmão saudável (Lessa et al., 2007; Michelottoet al. 2010). 

A neutrofilia ≥25% (De Luca et al., 2008) nas avaliações dos dias 0 chegaram 

ao percentual de 53,2 ±14,2 no Gdex e de 63,0 ±10,0 no Gcel,o que além do quadro 

inflamatório, denota um quadro grave da doença. Esse perfil celular foi modificando 

ao longo do experimento denotando um quadro leve de inflamação pulmonar, onde o 
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número de neutrófilos ficou entre 5 e 25% (Koblinger et al. 2011; Kutasi et al., 2011; 

Fernandez et al., 2013). 

O percentual de linfócitos considerado normal em fluidos broncoalveolares 

pode variar muito nos cavalos, sendo considerado normal até 35% (Robinson 2001), 

como em ambos os grupos, não havendo diferenças significativas entre os dias ou os 

tratamentos. 

Embora na maioria dos cavalos acometidos por ORVA, a remissão clínica 

possa ser alcançada mantendo os cavalos no pasto para reduzir a sua exposição a 

alérgenos, isso muitas vezes não é possível devido a atividade desportiva, ou nem 

sempre é 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, 

o que pode ter aumentado o resultado benéfico dos tratamentos (Laan et al., 2006). 

Além do diagnóstico precoce da ORVA, um tratamento adequado é 

fundamental. Muito embora haja uma melhora significativa com a terapia sistêmica 

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 é 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 doença respiratória alérgica, mas não 

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 não foi investigado no presente estudo. 

 

 

4.5 CONCLUSÃO 

 

 Como o proposto por este estudo, a terapia com células mononucleares a partir 

da medula óssea foi benéfica, atenuando o quadro inflamatório em cavalos com 

obstrução recorrente das vias aéreas, comparando-se aos efeitos da dexametasona. 

Abre-se um novo caminho terapêutico, através da terapia celular, para as doenças 

crônicas das vias aéreas de equinos, necessitando-se de mais estudos a fim de se 

entender melhor e identificar seus mecanismos. 
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CAPÍTULO 5 

 

 

5.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A obstrução recorrente das vias aéreas (ORVA) é uma enfermidade 

respiratória crônica dos equinos e causadora de limitações à prática 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 contínua e/ou regressão 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 doença, e, assim como os seres humanos manifesta sinais da asma, o que 

pode ser acompanhado pelas avaliações clínicas, fazendo com que resultados 

obtidos de seus estudos possam ser utilizados como testes pré-clínicos. 

 Embora testes de função pulmonar não tenham sido realizados neste estudo, 

alguns autores citam que um histórico detalhado do animal, assim como os exames 

clínicos bem realizados, possibilitam chegar ao diagnóstico de ORVA com coerência, 

permitindo destinar um tratamento adequado à doença e possibilitando uma 

interrupção do processo inflamatório, sem que este se perpetue e cause danos 

irreversíveis. 

Como nem sempre os exames complementares são possíveis de serem 

realizados, antes que haja um agravamento do quadro com comprometimento do 

epitélio pulmonar, sendo possível indicar um tratamento baseado nos sinais e nos 

critérios de gravidade clínica (Leclere al., 2011) 

 Abrem-se algumas alternativas terapêuticas que são pouco exploradas ainda, 

como a terapia celular com células mononucleares derivadas de medula óssea, que 

no caso deste projeto, dispensou o cultivo, reduzindo os custos e tornando-a mais 

acessível. A terapia celular vem sendo difundida em muitas frentes, e aqui em 

especial, tínhamos a perspectiva de melhora do quadro clínico com a modulação da 

resposta inflamatória no ambiente em que se instala. 

Como resultados tanto a terapia com dexametasona quanto a terapia celular 

demonstraram decrécimo do esforço respiratório 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 períodos, equiparando ambas as terapêuticas nestes quesitos.  

 Fatores relacionados ao aspecto do muco como localização, coloração e 

viscosidade mudaram da avaliação inicial à final, porém isso não foi significativo no 

grupo que recebeu a terapia celular. Houve porém uma redução acentuada da 

neutrofilia no LBA, obtida com êxito. O restabelecimento do número de macrófagos 

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 não compreendemos o quão duradouro será o efeito da terapia com 

células mononucleares, assim como nos é insuficiente o conhecimento da sua 

efetividade na involução da doença e na regeneração do trato respiratório 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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