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RESUMO GERAL

Objetivo: Avaliar as vias aéreas de um grupo de cavalos Puro Sangue Inglés (PSI) de
corrida durante o primeiro ano de treinamento, por meio de exame fisico, endoscopia
respiratéria e citologia do lavado traqueal (LT). HipGtese: Que cavalos PSI de corrida
jovens apresentam alteracdes inflamatérias nas vias aéreas nos meses iniciais de
treinamento. Material e Métodos: Foram realizadas oito avaliagbes (TO a T7, julho de
2013 - julho de 2014) de 18 cavalos PSI, machos e fémeas, de dois anos de idade,
pertencentes a um mesmo proprietario e mantidos sob manejo convencional no Jockey
Club do Parana. Os animais foram avaliados por meio de exame fisico, seguido de
endoscopia respiratoria das vias aéreas superiores [foliculos linfoides (0 a 4) e
movimentacao das cartilagens aritendides (1 a 4)], seguindo até a bifurcacdo da traqueia
(muco traqueal graduado de 0 a 5). Com o endoscoépio proximo a carina, coletou-se
lavado traqueal (LT) instilando-se 20 mL de solucdo salina estéril, aspirando-se em
seguida, e centrifugando a 340g O pellet de células foi utilizado para a avaliacao citolégica
diferencial por meio da coloracdo de Romanowski (perfil celular) e Azul da Prussia
(ocorréncia de hemossiderofagos). O sobrenadante do LT foi congelado a -20°C para
posterior avaliacdo da FA e da ureia Sangue venoso foi colhido para dosagem de ureia
sérica para obtencéo de fator de diluicdo e célculo da atividade da FA no LT. O odor das
cocheiras foi avaliado como presenca ou auséncia de odor de urina. A analise estatistica
foi realizada por meio de ANOVA a um critério seguido de teste Tukey de mudltipla
comparacao, e teste de Pearson para correlacdes, considerando significativo p<0,05.
Resultados: As avaliacbes de exame fisico, bem como endoscopica das vias aéreas
superiores, ndo evidenciaram alteracdes, e nem as diferencas nas quantidades de muco
traqueal foram significativas entre os momentos. Na avaliagdo citolégica diferencial do LT
se evidenciou um aumento de células epiteliais no transcorrer do experimento. Com
relacdo a presenca dos neutrofilos, em T1 (60 dias apds estabulacdo e inicio do
treinamento) foi quando se observou o Unico momento de neutrofilia (> 20%) para o grupo
investigado. O percentual de eosindfilos no LT esteve aumentado nas avaliagbes 90 e
120 dias ap6és estabulacao e inicio do treinamento. Hemossideréfagos foram identificados
no LT no transcorrer do experimento. Houve correlacdo positiva entre a percepcao de
odor de urina nas cocheiras e o aumento do percentual de neutrofilos no LT, em T1. Nao
se encontrou correlacdo entre a atividade da FA e os achados citolégicos. Conclusao:
Cavalos PSI estabulados e em treinamento para corrida, durante 0os meses iniciais de
treinamento apresentaram inflamacdo neutrofilica seguida de eosinofilica, ocorrendo
elevacao crescente no percentual de hemossiderofagos no LT conforme a evolucéo dos
treinamentos. A percepcéao de odor de urina na cocheira foi relacionada com a inflamacgéao
neutrofilica, e ndo houve relagdo da FA com os achados citolégicos.

Palavras-chave: citologia, endoscopia, equinos, hemossiderdfagos, lavado traqueal,

neutrofilos.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the airways of a group of English Thoroughbred (ETB) racehorses
by means of physical examination, endoscopic airway as well as cytological evaluation of
tracheal wash (TW) during the first year of training. Hypothesis. The young English
Thoroughbred horse racing show inflammatory alterations in the airways during the
months of training. Material and Methods: Eight ratings (TO to T7, from July 2013 to July
2014) of 18 ETB horseraces were performed, male and female, two years old, belonging
to the same owner at the Parana Jockey Club, kept under conventional management in
stables. Animals were evaluated by means of physical examination, followed by
endoscopic evaluation of the upper airways [lymphoid follicles (0 to 4) and arytenoid
cartilage movement (1 to 4)], following to the tracheal bifurcation (tracheal mucus graded
from O to 5). With the endoscope next to the carina, TW was collected, instilling up 20 ml
of sterile saline solution, aspirating and centrifuging at 340g. The cells pellet was used
cytological differential evaluation by means of Romanowski coloring (cellular profile) and
Prussian Blue (hemosiderophages). TW supernatant was frozen up to -20°C to future
alkaline phosphatase (AP) and urea evaluation. Venous blood was collected to urea
dosage, used to obtainment of AP activity in TW. Stables odor was classified by the same
researcher as pleasant or as urea odor. Statistical analysis was performed by means of
ANOVA following a Tukey multiple comparison test, and Pearson test to correlations,
considering significant p<0.05. Results: Physical evaluations and endoscopic evaluations
of the upper airways showed no changes and no differences in amounts of tracheal mucus
were significant between moments. TW cytological differential evaluation evidenced an
increase of epithelial cells during the experiment. Regarding the presence of neutrophils,
T1 (60 days after stabling and training beginning) was the only moment of neutrophilia (>
20%) for the group investigated. Eosinophils percentage increased at T2 and T3
compared to stabling and training beginning. Hemosiderophages were identified in TW
during the experiment. There was a positive correlation between the perception of urine
odor in stables and increasing in the percentage of neutrophils in the TW, in T1.
Correlations between raisings of the AP activity and cytological findings were not found.

Conclusion: ETB racehorses, in their first year of training, showed neutrophilic followed
by eosinophilic inflammatory pictures in the first months of stabling and training. The odor
of the stables was related to the neutrophilic inflammation and as the intensity of the
exercises was increased, the percentage of hemosiderophages in the TW also increased.
There was no relation of AP to the cytological evaluation.

Keywords: cytology, endoscopy, equine, hemosiderophages, tracheal wash,
neutrophils.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Nos equinos atletas, a doenca respiratoria € a segunda causa mais importante da
diminuicdo do rendimento desportivo, interrupcao no treinamento e retirada prematura
das competicBes, sendo unicamente superada pelas alteracbes musculoesqueléticas
(Kusano et al., 2008).

Afeccbes respiratérias sdo comuns em equinos devido as condi¢gfes a que estes
animais estao expostos, como ambiente pré-alergénico e o treinamento intenso. Como
consequéncia, ocorre diminuicdo do desempenho atlético, demonstrado em cavalos de
corrida (Holcombe et al., 2006) além de interferir no bem-estar desses animais (Thacker,
2006).

A rotina de treinamento, com a qual o cavalo de corrida tem que conviver, causa
um estresse adicional prejudicial a resposta imunologica pulmonar desses animais
(Couétil, 2002). O exercicio esta associado a inflamacédo das vias aéreas inferiores de
cavalos atletas (McKane et al., 1993; Coéutil e Denicola, 1999; Sanchez et al., 2005) e,
apontado como causa da DIVA (Christley e Rush, 2007). Desta forma, o reconhecimento
precoce das alteracdes, e o diagnostico preciso, sdo importantes para o adequado
tratamento.

Clinicamente, cavalos com DIVA podem apresentar corrimento nasal, tosse,
rendimento desportivo reduzido, e aumento de muco traqueal observado na avaliacao
endoscépica (Couétil et al., 2007).

O lavado traqueal (LT) € uma técnica de avalicdo amplamente difundida, e um
instrumento eficaz na obtencdo do contetdo das secrecfes das vias aéreas periféricas.
Foi primeiramente utilizado em seres humanos, por Pecora (1959), e posteriormente
adaptado para equinos por Mansmann e Knight (1972), que verificaram sua importancia
no diagnostico das afecc¢des do trato respiratorio dos cavalos. O LT é uma técnica de
investigacao citologica de grande importancia para a avaliagéo respiratoria, pois pode ser
utilizado na identificacdo do tipo de resposta inflamatoéria local das vias aéreas em

equinos com problemas respiratérios (Beech, 1975). Além disso, é uma técnica realizada



com facilidade, pois € pouco estressante, realizada durante a avaliacdo endoscopica e
com contencdo minima, sendo um exame de baixo custo (Whitwell e Greet, 1984; Beech,
1991, Sanches, 1998; Michelotto et al., 2007).

Nos cavalos de corrida, a DIVA resulta em reducéo na capacidade de desempenho
desportivo, conforme demonstrado por Holcombe et al., (2006) em cavalos com
guantidades aumentadas de muco na traqueia, e pode ter relagdo com outra condi¢cao
comum interferindo na capacidade desportiva que € a hemorragia pulmonar induzida pelo
exercicio (HPIE) (Hinchcliff et al., 2005a; Michelotto et al., 2011). Estudar os cavalos de
corrida jovens, em fase inicial do treinamento, possibilita entender as alteragbes
decorrentes da mudanca ambiental, de manejo, e as causadas pelo treinamento. Em
estudo anterior, cavalos de corrida jovens durante treinamento para corrida, ainda sem
terem corrido, apresentaram alteracdes no fluido do lavado broncoalveolar (LBA)
relacionadas a estresse oxidativo, aumento de células inflamatérias, e reducdo da
capacidade de resposta do macrofago alveolar (Michelotto et al., 2010), e eventos esses
relacionados a ocorréncia de HPIE (Michelotto et al., 2011). Contudo, é importante se
entender as alteracdes respiratorias que ocorrem em diversos momentos, desde a
estabulacao para o inicio dos treinamentos e durante a evolucao deste até a corrida.

Portanto, a hipétese levantada no presente estudo € que a manifestacao inicial do
processo inflamatério em vias aéreas de cavalos Puro Sangue Inglés (PSI) jovens em
treinamento para corrida, pode ser detectada e acompanhada através de avaliacfes
sequencias das vias aéreas através de exame fisico, exame endoscépico das vias aéreas

e citologico do LT.



Objetivo Geral

Descrever as alteracdes das vias aéreas de cavalos PSI durante o primeiro ano

de treinamento para corrida.

Objetivos Especificos

e Estudar os parametros clinicos e endoscopicos das vias aéreas de cavalos PSl de
corrida durante o primeiro ano de treinamento.

e Avaliar as alteracdes citologicas do LT em cavalos PSI de corrida durante o
primeiro ano de treinamento.

e Avaliar a atividade da fosfatase alcalina no LT como marcador de doenca das vias

aéreas.



CAPITULO 2

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 SISTEMA RESPIRATORIO

O sistema respiratorio € constituido anatomicamente pelas narinas, coanas, seios
paranasais, laringe, faringe, traqueia, bronquios, bronquiolos e alvéolos (Getty, 1986). E
dividido em trato respiratorio superior (TRS) e trato respiratoério inferior (TRI), sendo que
o trato respiratorio superior € constituido pelas estruturas responsaveis pela entrada,
circulacdo, filtracdo e aquecimento do ar, enquanto o trato respiratério inferior é
responsavel pela circulacdo do ar e trocas gasosas (Feitosa, 2004).

Os pulmdes dos equinos ndo tém a mesma divisdo que as outras espécies. Seu
lobo direito é constituido somente do lobo intermediario e o lobo esquerdo pode ser
considerado como um todo, como o corpo do pulméo (Dyce, 2004).

A principal funcéo pulmonar é efetivar as trocas gasosas, realizar a oxigenacao e
a liberacdo do gas carbbnico pelos alvéolos pulmonares (Feitosa, 2004). A eficiéncia
deste sistema depende da sua capacidade de realizar bem as trocas gasosas (Radostits
et al., 2002).

No exercicio ocorre uma ampliacdo na taxa respiratéria, e por consequéncia
qualquer disfuncéo neste sistema pode causar um desequilibrio, resultando em queda na

capacidade atlética do cavalo desportista (Bailey et al., 1999; Rossdale et al., 1985).

2.2 AMBIENTE

As afeccdes respiratorias SGo comuns em equinos e, 0 ambiente € implicado como
fator de risco importante na ocorréncia dos processos inflamatorios em vias aéreas. O
espaco da cocheira imp0Oe aos cavalos um risco importante especialmente para a DIVA
(Burrell et al., 1996; Holcombe et al., 2001; Clements e Pirie, 2007), pois 0 ambiente de
cocheira tem oito vezes mais concentracao de endotoxinas bacterianas, por exemplo, em

relacdo ao ambiente dos piquetes (Berndt et al., 2008). Somando-se a isso, 0 trato



respiratorio constitui-se na maior superficie do organismo exposta ao material presente
no ar, que além das endotoxinas apresenta particulas inorganicas e esporos de fungos,
todos agressores potenciais.

As baias geralmente apresentam pouca ventilacao, além das altas concentracdes
de poeiras, contendo mais de 50 espécies de fungos (Hoffmann et al., 2002). Arespiracéo
expbe as vias aéreas dos cavalos aos efeitos adversos da mistura destes agentes
poluentes e gases tais como a amonia (Art et al., 2005). Os alérgenos presentes na poeira
ambiental podem entrar no aparelho respiratério e ganhar acesso aos pulmdes. Isto esta
relacionado com a dimenséo das particulas, pois particulas com didmetro menor que 5um
representam um maior risco de atingirem as regides mais periféricas das vias aéreas e
desencadear um processo inflamatério (Clements e Pirie, 2007).

As fontes de maior contaminacao para estes animais sdo a cama e o feno ofertado
na alimentacéo. Mesmo feno em boas condicdes e de boa qualidade pode conter fungos
capazes de suscitar sinais clinicos respiratérios em animais mais suscetiveis. Fardos de
palha, que geralmente sdo mantidos por um periodo maior no campo e expostos as
condi¢cBes climaticas, também sédo apontados como desencadeadores dos mesmos
sinais clinicos. Fardos que ndo foram secos adequadamente podem ter um pico de
humidade de 30 a 50%, que ird favorecer o crescimento de fungos (Couétil e Hawkins,
2013).

O periodo de 30 dias de estabulacdo sem treinamento, com manejo convencional
e alimentac&o a base de racéo concentrada e feno de alfafa e cama de serragem, néo
resultou em inflamacao pulmonar nos potros PSI de corrida quando avaliados através do
lavado broncoalveolar (LBA) (Michelotto Jr., 2010). Contudo, Holcombe et al. (2001)
avaliaram 14 potros da raca arabe, durante o periodo de transicdo da pastagem para
cocheiras com camas de palhas, examinando-os depois de 90 dias de estabulacéo e
evidenciando um acréscimo no numero percentual de neutrdéfilos no LBA, demonstrando
os efeitos da estabulag&o sobre a condicdo respiratéria (Holcombe et al., 2001).

Com relacao aos diferentes tipos de camas, demonstrou-se que cavalos alojados
na cama de palha eram duas vezes mais propensos a sofrer de doenca das vias aéreas

inferiores, em relacdo aqueles mantidos em papel picado (Burrell et al., 1996).



Especificamente com relacédo a alimentacdo composta por feno, esta também é
rica em poeiras contendo alérgenos capazes de causar danos as vias aéreas. Para
Thacker (2006) € importante estar ciente dos mecanismos da resposta inflamatéria das
vias aéreas a fim de compor estratégias para restringir o impacto e os danos causados,
visando assim o bem-estar dos animais. De fato, Clements e Pirie (2007), demonstraram
uma reducao da concentracdo de poeira no ambiente do cavalo apos o feno ser molhado
antes da administracéo, e também pela troca do feno por silagem.

N&o somente os animais sofrem com a exposicado a este tipo de ambiente, 0s
trabalhadores envolvidos com o cotidiano do manejo dos cavalos também séo afetados
(Elfman et al.,, 2009). Neste estudo, sugeriu-se a identificacdo de biomarcadores
adequados para controlar o ambiente do cavalo, a fim de se conseguir melhora para os
trabalhadores que estdo diariamente manejando estes animais nas cocheiras,
procurando-se beneficio para a saude de ambos.

Como consequéncia, o0 manejo de estabulacdo imposto aos cavalos de corridas
influencia na diminuicdo do rendimento atlético destes animais, visto que foi relacionado
com o aumento das quantidades de muco traqueal a diminuicdo da capacidade de corrida
(Holcombe et al., 2006).

2.3MUCO

O muco possui fungdes essenciais nas vias aéreas. Em conjunto com as células
epiteliais, forma o sistema mucociliar, que quando associado a tosse € primordial para a
desobstrucéo das vias aéreas (Adler, 2005).

Quando o cavalo inala qualquer tipo de particula que atinge as vias aéreas
inferiores, um processo inflamatério pode ser deflagrado. Em consequéncia, ocorre um
influxo de células inflamatdrias e 0 aumento na producédo de muco para a remogéo de
agentes invasores. Entretanto, algumas vezes esta producdo de muco é maior do que a
capacidade de limpeza deste material pelas vias aéreas, e neste caso ocorrera acumulo
de secrecéo, 0 que agrava a obstrucao das vias aéreas (Gerber, 2001).

MacNamara et al. (1990) demonstraram que cavalos de corrida com acumulo de
muco traqueal foram mais propensos a terminar em Ultimo ou pendltimo lugar. Este

estudo, no entanto, nao controlou variaveis tais como idade, sexo e treinamento.



Quando a quantidade de muco traqueal estd aumentada ocorre comprometimento
da funcéo pulmonar, resultando em prejuizos ao rendimento atlético, levando a reducéo
no rendimento no ultimo terco da corrida, além da manifestacao de pouca resisténcia nos
treinos e tempo de recuperacdo mais prolongado apos um periodo de exercicio intenso.
Assim, o acumulo de muco traqueal € um fator de risco para 0 mau desempenho de
corrida em cavalos PSI, j& que agueles com quantidades =2 apresentaram rendimento
reduzido (Holcombe et al., 2006). Em cavalos de equitacdo, por sua vez, quantidades de
muco traqueal =3 representaram um limitador para o bom desempenho (Widmer et al.,
20009).

Cavalos PSI de corrida encaminhados a avaliagdo endoscépica das vias aéreas
por apresentarem tosse, evidenciaram quantidades de muco traqueal grau 2 em 11,9%
deles, grau 3 em 23,0%, 19,1% evidenciaram grau 4 e 27,8% grau 5. Desse modo, 81,7%
dos cavalos avaliados apresentaram secrecao traqueal graus 2 a 5, configurando-se uma

guantidade de muco capaz de comprometer a funcdo pulmonar (Silva et al., 2011).

2.4DOENCA INFLAMATORIA DAS VIAS AEREAS (DIVA)

As afecc¢des respiratdrias S&0 comuns em equinos e, como consequéncia, causam
diminuicdo do desempenho atlético em cavalos de corrida (Holcombe et al., 2006) além
de interferir no bem-estar desses animais (Thacker, 2006).

A diminuicdo do rendimento atlético (Moore et al., 1995) ou intolerancia ao
exercicio (Mazan, 2010) e, recuperacao respiratoria prolongada apds um treinamento
(Hare e Viel, 1998) sdo complicacdes que podem advir do quadro inflamatério pulmonar.
Assim, a DIVA é uma sindrome caracterizada por inflamacéo do aparelho respiratério de
etiologia multifatorial, considerada como uma condicdo inflamatoria ndo infecciosa
afetando o trato respiratorio inferior especialmente de cavalos desportistas (Dixon et al.,
2003; Rush, 2003).

Foi definida no Workshop Internacional relativo a Doencga Inflamatoria das Vias
Aéreas, caracterizando-a conforme a presen¢ca de um ou mais dos seguintes sinais
clinicos: tosse, presenca de secre¢do traqueal, evidéncias citolégicas de inflamacéo

respiratoria, corrimento nasal, ma performance desportiva, tempo de recuperacao
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prolongado apds o exercicio, auséncia de alteracdes do padrao respiratério no repouso,
auséncia de sinais de envolvimento sistémico (febre, depressdo, inapeténcia) e a
auséncia de alteracdes no hemograma e bioquimica sérica (Couétil et al., 2007).

Em um estudo de Derksen et al. (1989), avaliaram 50 cavalos com histérico de
problemas respiratorios, e os sinais clinicos observados na avaliacéo foi que 29 animais
apresentaram tosse, 23 intolerancias ao exercicio, 16 deles apresentaram algum tipo de
secrecdo nasal e, 7 tinham dispneia.

A DIVA ocorre com maior frequéncia em animais jovens mantidos em regime de
estabulacdo em ambientes com elevada densidade de poeiras, ma ventilacéo, elevada
concentracdo de endotoxinas, acaros, bolores, entre outros alérgenos capazes de induzir
a inflamacao das vias respiratdrias (Holcombe et al., 2001; McGorum e Dixon, 2007). A
incidéncia desta doenca diminui com a idade, o que sugere a aquisicdo de tolerancia
contra os alérgenos ambientais que sdo considerados os fatores de risco a DIVA
(Chapman et al., 2000; Wood et al., 2005).

Entretanto no estudo de Lessa et al. (2005) encontraram cavalos de 10 a 20 anos
diagnosticados com DIVA, o que evidencia que animais de qualquer idade podem ser
acometidos.

A ocorréncia da DIVA é de 11 a 50 % em cavalos de corrida em fase de
treinamento, sendo que a incidéncia pode chegar a 80% em animais de corrida de dois
anos de idade (Christley e Rush, 2007). Até 41% destes animais podem vir a apresentar
inflamacdo das vias aéreas nas duas primeiras semanas de treinamento (Malikides,
2003).

Os cavalos sujeitos a um regime de treinamento com finalidade desportiva
apresentam uma maior predisposicdo para a DIVA, devido a maior deposicdo de
particulas no trato respiratério inferior, alteracdo da funcdo dos macréfagos alveolares
elou episodios de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) o que contribui
para o processo inflamatorio (Christley e Rush, 2007; Michelotto Jr. et al., 2011).

2.5PATOFISIOLOGIA DA DIVA

O ambiente em que o cavalo vive possui particulas que sao capazes de ultrapassar

o sistema de filtragem das vias aéreas, filtro que tem sua origem nas narinas. As
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particulas ultrapassam as passagens nasais e se alojam em diversos segmentos das vias
aéreas, deflagrando uma resposta imunologica ndo especifica, e certos tipos de células
sao recrutados, como neutrofilos, eosinofilos e mastocitos (Mckenzie, 2011). Inicia-se um
processo de fagocitose das particulas estranhas, realizadas por macréfagos, as quais
agem na atracdo e ativacdo de neutrdfilos, além da producdo de interleucinas pré
inflamatorias (Thacker, 2006). H& uma migracéo acelerada de células inflamatorias com
a entrada de neutrofilos nos pulmdes, pois a expressdo dos receptores aumenta,
permitindo a resposta celular as interleucinas (Zhang et al., 2001). Um processo
fagocitario realizado por neutréfilos tem inicio por volta de oito horas apds a migracao
celular, ocorre assim a fagocitose dos patdgenos presentes nos pulmdes e por
consequéncia liberacéo de granulos (Thacker, 2006).

Hughes et al. (2011) encontraram um aumento das interleucinas pro-inflamatorias
IL-1B8, TNF-a e IL-23 em cavalos com DIVA no LBA e neste estudo sugeriram que o
aumento do nimero de neutréfilos e contagem de mastdcitos podem estar associados
ao recrutamento de células ativadas e ao processo inflamatério nas vias aéreas
inferiores. Os mediadores e citocinas sdo produzidos por todos os tipos de células e
contribuem para a regulacdo da resposta imunolégica tanto de células vizinhas quanto
distantes. Com isso, estdo envolvidos na iniciacdo, manutencdo e resolugdo da
inflamacéo (Lavoie et al., 2011). A resposta inflamatéria aguda é deflagrada pelo fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e as interleucinas IL-1 (a e B) e IL-6. Baixos niveis de TNF-
a sdo adequados para ativar os macréfagos a fagocitar os patdgenos, porém, a medida
que a quantidade desta interleucina aumenta ocorrem danos no parénquima pulmonar
(Thacker, 2006; Lavoie et al., 2011). Tais autores também encontraram TNF-a associado
a inflamacao de vias aéreas inferiores e relacionaram a IL-1B a neutrofilia pulmonar em
cavalos com DIVA.

O sistema respiratorio transporta oxigénio ao sangue e elimina o gas carbonico,
quando um processo inflamatorio se instala essas trocas gasosas serdo prejudicadas
(Couétil, 2003). Em um estudo de Sanchez et al. (2005), em cavalos com DIVA,
demonstrou a diminuicdo de PaO2 quando estes animais foram exercitados em esteira.
Evidenciando assim a atenuacéo da capacidade de troca gasosa em funcdo da doenca

pulmonar inflamatoria. As vias aéreas maiores sdo a regido onde ocorre a menor



resisténcia a passagem do ar, por isso, quando ha obstrucdo em vias inferiores
(bronquiolos e alvéolos), como na DIVA, o animal s6 expressarad sinais quando a
obstrucdo for vasta, ou quando em recrutamento mais intenso dessas vias, como no
exercicio. Sendo assim, essa obstru¢cdo em vias aéreas menores prejudica a ventilacao
nas regides das trocas gasosas, dificultando o transporte de oxigénio e minimizando o
desempenho atlético do cavalo (Robinson et al., 2003). Segundo Nyman (2003), além da

distribuicdo de oxigénio estar limitada, ocorrem hipoventilacéo e hipoperfusao alveolares.

2.6 HEMORRAGIA PULMONAR INDUZIDA PELO EXERCICIO (HPIE)

A hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) tem maior prevaléncia em
cavalos de corrida, por serem submetidos a exercicio intenso, ocorrendo aumento na
pressao arterial pulmonar e colapso da barreira alvéolo-capilar (Birks et al., 1997). Afeta
varias racas de cavalos submetidos a exercicio fisico de alta velocidade ou intensidade,
incluindo corrida, obstaculos, concurso completo de equitacdo (CCE), polo, baliza, trés
tambores, laco em dupla, entre outras (Erickson e Poole, 2007).

A inflamacdo pulmonar pode influenciar a ocorréncia da HPIE. A inflamagéo
pulmonar e a ocorréncia de estresse oxidativo associados aumentou a atividade do fator
de ativacao plaquetaria (PAF) no LBA, as estiveram associados ao achado de HPIE em
potros PSI jovens durante o treinamento para corrida. Este cenério ainda resultou em
reducdo na atividade de macrofagos alveolares nos cavalos com HPIE investigados
(Michelotto et al., 2010).

Contudo, a ocorréncia da HPIE é observada em cavalos realizando outras
especialidades esportivas menos intensas (Epp et al., 2006).

Vicino et al. (2007) demonstrou a ocorréncia de HPIE em cavalos de salto, sendo
gue cavalos gque participaram de provas na altura entre 1,30 m — 1,50 m. Apresentaram
maior incidéncia que aqueles que saltaram provas entre 1,00 m — 1,20 m.

Silva et al. (2011) avaliou a HPIE em cavalos de hipismo de 1,00m a 1,20m. Foram
avaliados sete cavalos, sendo 3 fémeas e 4 machos, com idades entre 6 e 14 anos de
idade, da equipe de hipismo da Policia Militar do Estado do Parana (PMPR), o trabalho
demonstrou que cavalos que realizam exercicios submaximos estdo sujeitos a HPIE e

que a inflamacao pulmonar esta associada.
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A prevaléncia da HPIE varia conforme a frequéncia de avaliacbes e com o método
de diagnostico adotado, sendo que os cavalos sempre exibem algum grau de HPIE
guando submetidos a exames endoscopicos repetidos. Na avaliacdo endoscopica de 554
cavalos apos as corridas, quando apenas um exame endoscopico foi realizado ap6s uma
corrida, 75% dos cavalos apresentaram sangue na traqueia. Quando foram submetidos
a dois exames endoscopicos pos corridas, 95% da amostra exibiram sangue na traqueia
em pelo menos em um dos exames. Finalmente, quando foram realizados 3 exames
endoscopicos poés corridas 100% dos cavalos apresentaram sangue na traqueia em pelo
menos um dos exames endoscopicos (Birks et al., 2002).

Hinchcliff et al. (2005a) foi pioneiro em demonstrar o comprometimento do
rendimento desportivo, quando demonstrou que cavalos de corrida com HPIE grau 1
apresentaram 4 vezes mais possibilidades de vencer, em relacdo a graduacbes mais
elevadas de hemorragia.

O aumento dos episédios de HPIE esta relacionado ao aumento da intensidade
do exercicio, historia de episddios anteriores de hemorragia, tempo de treino prolongado,
idade mais comum em cavalos adultos, inflamacédo respiratoria pré-existente, arritmias
cardiacas e obstrucéo respiratéria moderada a severa (Durando, 2012).

A HPIE é confirmada pela presenca de sangue livre advinda dos pulmdes, na
arvore traqueobrdnquica, ou sinais de sangue ap0s exercicios extenuantes, que podem
ser verificados na avaliagdo endoscopica apés 30 a 60 minutos da finalizacdo da
atividade (Costa et al., 2004; Newton et al., 2005) e presenca de hemossiderofagos no
LBA (Doucet e Viel, 2002).

Ha uma ruptura dos capilares alveolares, passagem do sangue para 0 espaco
intersticial e alveolar e, posteriormente para os brénquios e traqueia na HPIE. Quando o
animal esta em repouso a pressao arterial pulmonar média € de 20 a 25 mmHg e durante
0 exercicio intenso este valor € superior a 90 mmHg (Hinchcliff, 2007). Assim, o aumento
da pressao arterial pulmonar associada ao aumento da pressao atrial esquerda durante
0 exercicio resulta em Ultima analise no aumento da pressao capilar pulmonar. Associado
a este fato ocorre a diminuicdo marcada da presséo pleural e, deste modo da pressao

alveolar. Assim, o aumento da pressao capilar pulmonar e a diminuicdo da pressao
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pleural contribuem para a maior predisposicdo para ruptura dos capilares pulmonares na
HPIE (Langsetmo et al., 2000).

Biava et al (2007) avaliou a HPIE em cavalos da raca Quarto de Milha com o uso
do Escore Total de Hemossideréfagos (ETH), que avalia a quantidade de hemossiderina
em macrofagos alveolares. Avaliou 20 animais sem prévio historico clinico de HPIE, em
rotinas de treinamentos e competicdes, provenientes de Curitiba e regido metropolitana,
o trabalho demonstrou que a classificacdo de hemossideréfagos em escore ETH
proposto por Doucet e Viel (2002), é eficaz e de grande valia para a avaliacdo da
Hemorragia Pulmonar Induzida por Exercicio. Que este método permite uma avaliacao
cuidadosa dos macréfagos alveolares com hemossiderina posterior ou tardia, quando

comparada com a endoscopia e com boa especificidade e sensibilidade.

2.7DIAGNOSTICO

A precocidade de um diagndstico é fundamental para o estabelecimento de um
plano terapéutico eficaz, e para minimizar as alteragcbes de um processo inflamatério
respiratorio, por conseguinte reduzindo perdas econdmicas decorrentes da retirada
destes animais de suas atividades (Ainsworth e Cheetham, 2010).

E importante conhecer o ambiente em que o cavalo habita, na medida em que este
exerce um efeito direto através da exposicdo a potenciais alérgenos, bactérias e fungos
(Wilkins, 2009). Entéo, vistoriar o ambiente em que o cavalo vive é primordial, assim como
aferir a qualidade do feno, do material da cama e da ventilacdo do estabulo. Além disso,
o proprietario deve ser arguido sobre medicamentos utilizados, doencas prévias e seus
concernentes tratamentos, histérico de vacinacdo, além da descricdo e duracdo dos
sinais clinicos (Viel, 2009).

A anamnese completa e o exame fisico sdo instrumentos fundamentais para o
processo de diagndstico, a coleta das informacdes séo subsidios para a identificacdo dos
problemas, definicdo de um rol de diagndsticos diferenciais (DD) e a eleicdo dos exames
complementares mais adequados a suspeita clinica (Roy e Lavoie, 2003).

Os exames complementares mais frequentes na avaliagdo do aparelho

respiratorio sdo a endoscopia, radiografia, ecografia, analise dos gases sanguineos,
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citologia e cultura bacteriana de secrecdes respiratorias, entre outros (Radostitis et al.,
2009).

O exame fisico deve conter a avaliacdo do estado geral do cavalo e ndo apenas o
exame do aparelho respiratorio (Viel, 2009). E primordial avaliar o estado mental e
corporal do animal (Roy e Lavoie, 2003). Importante obter informacdes sobre o apetite, e
a ingestdo de 4gua. Avaliar mucosas, determinacédo do tempo de preenchimento capilar
(TPC), palpacédo dos linfonodos submandibulares e retrofaringeanos, determinagcdo do
estado de hidratacdo, auscultacdo cardiaca, auscultacdo do aparelho respiratorio
(Mayhew, 2000).

A suposicdo de uma doenca respiratoria implica em uma avaliagdo minuciosa do
aparelho respiratério com a intencéo de localizar a origem do problema e, posteriormente
identificar o agente etioldgico envolvido (Rush e Mair, 2004). Para um melhor resultado o
exame do aparelho respiratorio deve ser sistematico, iniciado pela inspecdo do animal a
distdncia com o objetivo de avaliar o tipo, ritmo, frequéncia e padrdo respiratorios
(McGorum e Dixon, 2007). No cavalo saudavel, a respiracéo € do tipo costoabdominal,
regular e sempre com a mesma profundidade (Goncalves, 2004).

A frequéncia pode ser aferida pela auscultacdo toracica ou pela observacao dos
movimentos costoabdominais num ambiente calmo durante a fase de repouso para que
se possa fazer uma avaliacdo mais precisa sem que haja excitacdo ou medo induzidos
pela contencéo do paciente (McGorum e Dixon, 2007).

O exame que mais dados fornece para a avaliacdo do aparelho respiratorio é a
auscultacdo (Gongalves, 2004), pois permite avaliar os sons respiratérios fisiolégicos,
identificar a presenca e caracterizar os sons respiratorios patolégicos ou adventicios
(Taylor et al., 2010). Deve ser conduzida durante a fase eupneica com o dispéndio de um
periodo de auscultacdo analogo para ambos os lados da cavidade toracica e para a
porcao distal da traqueia (Taylor et al., 2010).
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2.8 AVALIACAO ENDOSCOPICA DAS VIAS AEREAS

A endoscopia € um exame complementar fundamental para muitas doencas
respiratérias em equinos, pois permite a visualizacdo da maior parte do aparelho
respiratorio destes animais (Roy e Lavoie, 2003). Presenca de tosse, corrimento nasal,
epistaxe, alteracdes de sons respiratérios, dispneia durante o repouso e apds o exercicio
e queda no desempenho desportivo sédo indicativos para solicitagdo de um exame
endoscoépico (Brazil, 2010). Com este instrumento a disposi¢do € possivel a vistoria do
aparelho respiratorio, colheita de amostras de tecido ou de secrecdes respiratorias; a
definicdo da origem dos ruidos respiratérios; a identificacdo de defeitos congénitos; a
determinacao da origem da hemorragia ou corrimento nasal, bem como a extracao de
corpos estranhos presentes na arvore traqueobrénqguica (Ainsworth e Cheetham, 2010).

Na avaliacdo da faringe, o desenvolvimento dos foliculos linfoides pode ser
graduado conforme Raker e Bowles (1978) (Quadro 2.1), enquanto a avaliacdo dos
movimentos das cartilagens aritenoides é observada conforme Ainsworth (2000) (Quadro
2.2).

Quadro 2.1: Graduacdao da presenca de foliculos linfoides na faringe de equinos.

GRADUACAO SIGNIFICADO

Grau | Foliculos pequenos, esbranquicados na parede dorsal

Grau ll Foliculos pequenos, esbranquicados e em grande namero,
acompanhado de hiperemia, nas regides dorsais e laterais
da faringe

Grau lll Grande numero de foliculos hiperemicos, préximos um dos
outros em toda a regido dorsal e lateral da faringe.

Grau IV Foliculos edemaciados e hiperémicos em toda a regiao
faringeana.

Fonte: Raker e Bowles (1978).
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Quadro 2.2: Graduacdo da movimentacao das cartilagens aritenoides de | a IV em
equinos.

GRADUACAO SIGNIFICADO
Grau | Abducéo e aducéo total e sincronica das cartilagens

aritendides esquerda e direita.

Grau |l Movimento assincrdénico com hesitagdo, vibracdo paresia
do adutor da aritenoide esquerda durante inspiracédo ou
expiracdo, ou ambas, mas abducédo completa induzida

por degluticdo ou oclusao nasal.

Grau Il Movimento assincrénico da aritenoide esquerda durante
inspiracdo ou expiracdo, ou ambas, mas abducéo
completa ndo induzida e mantida por degluticdo ou

oclusao nasal.

Grau IV Assimetria acentuada da laringe em repouso e auséncia
(Hemiplegia
Laringeana)

Fonte: Ainsworth (2000).

de movimento substancial da aritendide esquerda.

A presenca de muco no limen traqueal e sua quantificacdo foi graduada conforme a
escala de Gerber et al. (2004), mostrada na Figura 2.1.

B

Figura 2.1 — Graduacdo de muco traqueal equino via exame endoscopico, 0: limpo; nenhum
muco; 1: pouco; multiplas e pequenas gotas de muco; 2: moderado; grandes gotas de muco;
3: marcado, formacédo de filete; 4: formacdo de grandes cole¢cbes de muco; 5: grande
quantidade de muco. Fonte:Gerber et al.,( 2004).
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Entretanto, esse método ndo especifica a natureza nem a origem da inflamacao.
Sendo assim, sdo necessérias avaliagdes citoldgicas das secrecdes, obtidas

especialmente através de LT e LBA (Mazan, 2010).

2.9LAVADO TRAQUEAL

O LT é uma técnica simples, comumente empregada no diagnéstico da doenca
respiratéria (Ainsworth e Cheetham, 2010). Técnica utilizada para obtencdo de amostras
de muco acumulado na traqueia de equinos com dificuldades respiratérios (Sweeney,
1999). Existem dois métodos que podem ser adotados para obter tais amostras que
poderdo ser realizadas por puncdo percutanea (transtraqueal) ou via canal de trabalho
do endoscdépio (Schaer e Orsini, 2007). A crescente disponibilidade do uso do endoscépio
vem substituindo gradualmente a aspiracao transtraqueal por ser um método menos
invasivo e por provocar menos complicactes (Taylor et al., 2010). Esta técnica permite
avaliar qualitativamente a microbiota traqueal, ndo sendo indicada para quantificar
microorganismos nos lavados, pois a inje¢do de liquidos no limen traqueal pode diluir o
muco e mascarar a real concentracdo de bactérias existentes na traqueia (Hewson e Viel,
2002).

A analise do fluido dos lavados em cavalos higidos, revela presenca de
macréfagos, hemossiderdfagos, células gigantes, neutrofilos, linfocitos e eosindfilos
(Christley et al., 1999). Com predominancia celular, em cavalos adultos, de macréfagos
e linfécitos (cerca de 60% e 30%, respectivamente), ja em potros, a situacao € distinta,
pois aproximadamente 80 a 90% das células recuperadas inicialmente sdo macréfagos
alveolares (Speirs, 1999).

Os valores citologicos de LT em cavalos normais sdo <10% de linfocitos, <1% de

eosinofilos e < 20% de neutréfilos (Robinson, 2003; Hodgson e Hodgson, 2007).

2.10 FOSFATASE ALCALINA

A enzimologia clinica surge como meio de fornecer informagdes clinicas com o
minimo de invasibilidade, auxiliando no diagnéstico de doencas, no progndéstico de

quadros clinicos e na avaliagdo nutricional de pacientes (Scheffer e Gonzales, 2003). Na
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medicina veterinaria 0 seu uso ganhou importancia a partir da década de 80, e continua
a crescer até os dias de hoje (Scheffer e Gonzales, 2003).

A FA é uma enzima encontrada em diversos 6rgdos e tecidos como 0S 0SS0S, 0
figado e intestinos. E uma glicoproteina dimérica e dependente de zinco, que cliva a
ligacdo fosfato de ésteres monofosfatos (Cathala et al., 1975). Tem funcao hidrolitica,
responsavel pela remocéo de grupamentos fosfato de vérios tipos de moléculas (Kaneko,
1989). Desde a década de 20 a atividade sérica desta enzima tem sido utilizada para
indicar lesbes hepaticas (Kalina et al., 1990). Além de apontar alteracdes fisioldégicas ou
patologica deste érgao, alteragbes da atividade da FA no soro e em outros fluidos
corpéreos podem refletir alteracées de outras origens (Fernandez e Kidney, 2007).

Estudos indicam alta atividade da FA nos pneumdcitos do tipo Il de secc¢bes de
tecido pulmonar, bem como em cultivos desse tipo celular. Essa atividade parece estar
relacionada com a sintese de compostos fosfolipidicos e proteicos da substancia
surfactante pulmonar (Kalina et al., 1990). Estudiosos ja demonstraram o quao importante
€ na clinica a utilizacdo da determinacdo da atividade desta enzima no trato respiratério
posterior como ferramenta diagndstica em vérias espécies (Henderson et al., 1995;
Capelli et al., 1997; Cobben et al., 1999; Maden et al., 2001).

17



CAPITULO 3

AVALIACAO DAS VIAS AEREAS DE CAVALOS PURO
SANGUE INGLES ESTABULADOS, DURANTE O PRIMEIRO
ANO DE TREINAMENTO PARA CORRIDA.

(Evaluation of stabled Thoroughbreds’ airways during the first year of race training)

Resumo

Objetivo: Avaliar as vias aéreas de um grupo de cavalos Puro Sangue Inglés (PSI) de
corrida durante o primeiro ano de treinamento, por meio de exame fisico, endoscopia
respiratoria e citologia do lavado traqueal (LT). Hipotese: Que cavalos PSI de corrida
jovens apresentam alteracfGes inflamatdrias nas vias aéreas nos meses iniciais de
treinamento. Material e Métodos: Foram realizadas oito avaliagbes (TO a T7, julho de
2013 - julho de 2014) de 18 cavalos PSI, machos e fémeas, de dois anos de idade,
pertencentes a um mesmo proprietario e mantidos sob manejo convencional no Jockey
Club do Parana. Os animais foram avaliados por meio de exame fisico, seguido de
endoscopia respiratéria das vias aéreas superiores [foliculos linfoides (0 a 4) e
movimentacao das cartilagens aritendides (1 a 4)], seguindo até a bifurcacéo da traqueia
(muco traqueal graduado de 0 a 5). Com o endoscoépio préximo a carina, coletou-se
lavado traqueal (LT) instilando-se 20 mL de solucdo salina estéril, aspirando-se em
seguida, e centrifugando a 340g O pellet de células foi utilizado para a avalia¢ao citologica
diferencial por meio da coloracdo de Romanowski (perfil celular) e Azul da Prassia
(ocorréncia de hemossideréfagos). O sobrenadante do LT foi congelado a -20°C para
posterior avaliagdo da FA e da ureia Sangue venoso foi colhido para dosagem de ureia
sérica para obtencao de fator de diluicdo e calculo da atividade da FA no LT. O odor das

cocheiras foi avaliado como presenca ou auséncia de odor de urina. A analise estatistica
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foi realizada por meio de ANOVA a um critério seguido de teste Tukey de multipla
comparacao, e teste de Pearson para correlagdes, considerando significativo p<0,05.
Resultados: As avaliacbes de exame fisico, bem como endoscoOpica das vias aéreas
superiores, ndo evidenciaram alteracdes, e nem as diferencas nas quantidades de muco
traqueal foram significativas entre os momentos. Na avaliacdo citologica diferencial do LT
se evidenciou um aumento de células epiteliais no transcorrer do experimento. Com
relacdo a presenca dos neutréfilos, em T1 (60 dias apds estabulacdo e inicio do
treinamento) foi quando se observou o Unico momento de neutrofilia (> 20%) para o grupo
investigado. A percentagem de eosindfilos no LT esteve aumentada nas avaliagdes 90 e
120 dias ap6s estabulacao e inicio do treinamento. Hemossideréfagos foram identificados
no LT no transcorrer do experimento. Houve correlacdo positiva entre a percepcao de
odor de urina nas cocheiras e o aumento do percentual de neutrofilos no LT, em T1. N&ao
se encontrou correlagéo entre a atividade da FA e os achados citologicos. Concluséo:
Cavalos PSI estabulados e em treinamento para corrida, durante os meses iniciais de
treinamento apresentaram inflamacdo neutrofilica seguida de eosinofilica, ocorrendo
elevacdo crescente no percentual de hemossideréfagos no LT conforme a evolucédo dos
treinamentos. A percepgéo de odor de urina na cocheira foi relacionada com a inflamacéo
neutrofilica, e ndo houve relagdo da FA com os achados citologicos.

Palavras-chave: citologia, endoscopia, equinos, hemossideréfagos, lavado traqueal,

neutrdfilos.

Abstract

Objective: To evaluate the airways of a group of English Thoroughbred (ETB) racehorses
by means of physical examination, endoscopic airway as well as cytological evaluation of
tracheal wash (TW) during the first year of training. Hypothesis. The young English
Thoroughbred horse racing show inflammatory alterations in the airways during the
months of training. Material and Methods: Eight ratings (TO to T7, from July 2013 to July
2014) of 18 ETB horseraces were performed, male and female, two years old, belonging
to the same owner at the Parana Jockey Club, kept under conventional management in

stables. Animals were evaluated by means of physical examination, followed by
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endoscopic evaluation of the upper airways [lymphoid follicles (0 to 4) and arytenoid
cartilage movement (1 to 4)], following to the tracheal bifurcation (tracheal mucus graded
from 0O to 5). With the endoscope next to the carina, TW was collected, instilling up 20 ml
of sterile saline solution, aspirating and centrifuging at 340g. The cells pellet was used
cytological differential evaluation by means of Romanowski coloring (cellular profile) and
Prussian Blue (hemosiderophages). TW supernatant was frozen up to -20°C to future
alkaline phosphatase (AP) and urea evaluation. Venous blood was collected to urea
dosage, used to obtainment of AP activity in TW. Stables odor was classified by the same
researcher as pleasant or as urea odor. Statistical analysis was performed by means of
ANOVA following a Tukey multiple comparison test, and Pearson test to correlations,
considering significant p<0.05. Results: Physical evaluations and endoscopic evaluations
of the upper airways showed no changes and no differences in amounts of tracheal mucus
were significant between moments. TW cytological differential evaluation evidenced an
increase of epithelial cells during the experiment. Regarding the presence of neutrophils,
T1 (60 days after stabling and training beginning) was the only moment of neutrophilia (>
20%) for the group investigated. Eosinophils percentage increased at T2 and T3
compared to stabling and training beginning. Hemosiderophages were identified in TW
during the experiment. There was a positive correlation between the perception of urine
odor in stables and increasing in the percentage of neutrophils in the TW, in T1.
Correlations between raisings of the AP activity and cytological findings were not found.

Conclusion: ETB racehorses, in their first year of training, showed neutrophilic followed
by eosinophilic inflammatory pictures in the first months of stabling and training. The odor
of the stables was related to the neutrophilic inflammation and as the intensity of the
exercises was increased, the percentage of hemosiderophages in the TW also increased.

There was no relation of AP to the cytological evaluation.

Keywords: cytology, endoscopy, equine, hemosiderophages, tracheal wash,
neutrophils.
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3.1. INTRODUCAO

Doencas respiratérias constituem a segunda maior causa de atendimento
veterinario em cavalos de corrida, sendo que a doenca inflamatéria das vias aéreas
(DIVA) é a mais comum entre elas (lvester et al., 2014), podendo acometer até 80% dos
cavalos de corrida de dois anos de idade (Malikides et al., 2003).

A DIVA é caracterizada por tosse, reducdo no rendimento desportivo e aumento
da producdo de muco traqueal, sendo este ultimo de ocorréncia variavel e de dificil
diferenciacédo para as doencas infecciosas. O muco traqueal igual ou superior a grau 2
(0-5) interfere na capacidade desportiva de cavalos PSI de corrida (Holcombe et al.,
2006).

Adicionalmente, os cavalos com DIVA ndo apresentam febre nem dificuldade
respiratéria evidente durante o repouso (Couétil et al., 2007), podendo acometer cavalos
praticantes de qualquer atividade desportiva, sendo mais frequente nos cavalos Puro
Sangue Inglés (PSI) de corrida.

Considera-se a avaliacdo citologica do fluido do LBA para o diagnéstico, com
aumento de células inflamatérias, podendo variar entre propor¢cées aumentadas de
neutroéfilos, eosindéfilos, mastocitos ou mista. Apesar da utilizacdo do LT para o
diagndstico da DIVA ainda ser controverso, € amplamente utilizado para a investigacao
de inflamagdo nas vias aéreas, devido a facilidade de execugdo durante o exame
endoscopico, com minima necessidade de contencdo, e pela obtencdo de amostras
citolégicas representativas de vias aéreas mais distais (Hodgson e Hodgson, 2003).

A patogénese da DIVA permanece desconhecida, entretanto o ambiente onde o
cavalo vive possui papel importante, pois expde as vias aéreas a acao de gas amonia,
endotoxinas e bolores. Apos 90 dias da estabulacdo observou-se aumento no percentual
de neutrdfilos no LBA de cavalos da raca Arabe (Holcombe et al., 2001), enquanto 77%
dos cavalos PSI de corrida jovens apresentaram perfil citolégico do LBA compativel com
DIVA ap6s estarem estabulados por 28 dias (lvester et al., 2014). Michelotto Jr et al.
(2010) demonstraram que cavalos PSI de corrida jovens apresentam aumento na
atividade de macroéfagos alveolares apds estabulados por 30 dias, sem aumento no

namero de células inflamatérias no fluido do LBA como no LT, mas ap0s 5 meses de
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treinamento esses animais apresentaram alteracfes inflamatorias pulmonares
relacionadas a DIVA.

A participacdo bacteriana na DIVA ndo é bem definida. O isolamento do
Stretococcus zooepidemicus e sua associacdo com o aumento de muco foi demonstrado
(Cardwell et al., 2013), assim como se evidenciou aumento de bactérias associada a
quantidade aumentada de neutréfilos na secrecéo traqueal de cavalos de corrida com
tosse (Christley et al., 2001). Portanto, apesar da participacdo bacteriana na inflamacao
de vias aéreas inferiores de cavalos de corrida ser descrita, seu papel na etiopatogénese
da DIVA ainda precisa ser melhor entendido (Hughes et al., 2013).

Assim, é pertinente o estudo das alteragBes nas vias aéreas dos cavalos PSI
jovens iniciando treinamento, procurando-se melhor entendimento sobre as ocorréncias
advindas da estabulacdo e do treinamento. A hip6tese do presente estudo € a de que
cavalos PSI de corrida jovens apresentam alteracdes inflamatoérias nas vias aéreas nos
meses iniciais de treinamento, que poderao ser detectadas através do acompanhamento

por exame fisico, endoscopico e citoldégico do LT durante o primeiro ano de treinamento.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Pontificia Universidade Catdlica do Parand, sob registro 782.

3.2.2 Tipo de Estudo

Foi realizada uma pesquisa transversal descritiva para avaliar as ocorréncias em

vias aéreas em cavalos PSI de corrida durante o primeiro ano de treinamento.
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3.2.3 Animais

Foram avaliados 18 cavalos PSI de corrida, machos e fémeas, com idade entre 18
e 20 meses no inicio do estudo, pertencentes a um mesmo proprietario. Os cavalos foram
acompanhados durante 12 meses no local de treinamento no Joquei Clube do Parana.
Os animais foram devidamente desverminados e vacinados para influenza e herpesvirus
1 e 4, conforme programa estabelecido pelo Médico Veterinario responsavel, e foram
alojados em baias de alvenaria de 3,0m x 3,5m x 4,0m, com cama de serragem. A
alimentacdo constituiu de racdo granulada, aveia laminada, sal mineral e feno de
graminea e/ou alfafa. Os animais foram estabulados em junho. Nesse periodo foi iniciada
a doma desses animais e inicio do treinamento. Os animais eram levados cinco vezes
por semana para a raia para para realizar exercicios constituidos de caminhar e trotar
distanicias que iniciaram com 1.200m e chegando a 2.000m. Apés, teve inicio a fase do
galope, em média de 2.000m. Entre novembro e janeiro deu-se inicio aos exercicios mais

intensos envolvendo velocidade, evoluindo até a estreia dos animais.

3.2.4 Delineamento do estudo

As avaliacOes foram divididas em tempos (T), onde TO (tempo zero, julho de 2013),
T1 (tempo 1, em agosto de 2013), T2 (tempo 2, em setembro de 2013), T3 (tempo 3, em
novembro de 2013), T4 (tempo 4, em fevereiro de 2014), T5 (tempo 5, em marco de
2014), T6 (tempo 6, em abril de 2014) e T7 (tempo 7, em julho de 2014). Em cada uma
das avaliacGes foi realizado exame clinico, exame endoscoOpico das vias aéreas,
avaliacao citolégica do LT e colheita de sangue para mensuracao da atividade da FA.

A observacdo do ambiente foi realizada em todos os tempos conjuntamente com
as avaliac@es clinicas e coleta de sangue. A observacdo do ambiente foi realizada por
meio de vistoria olfativa das cocheiras, feita por uma Unica pessoa durante toda a
pesquisa, classificando-os subjetivamente como ‘com odor de urina’ ou ‘sem odor de
urina’.

A avaliacao clinica de cada animal baseou-se na anamnese e no exame fisico. A
anamnese foi direcionada a informacdes relativas a saude do sistema respiratorio. O

exame fisico incluiu a observagédo da presenca de secre¢do nasal, estimulo de tosse
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através da pressdo dos primeiros anéis traqueais, palpacdo de linfonodos
submandibulares e retrofaringeanos, auscultagdo cardiaca, traqueal e pulmonar
(McGorum e Dixon, 2007) (Anexo 1). Neste momento, também foi coletado sangue
venoso para a avaliacdo da ureia destinada a obtencdo de um fator de diluicdo para a

andlise da atividade da fosfatase alcalina (FA) no LT (topico 2.5).

Em cada tempo de avaliacdo, o exame clinico foi realizado no periodo da tarde,
com 0S animais em repouso, e contidos pelo cabresto. Os animais foram examinados por
uma unica pessoa durante todo o experimento para manter a consisténcia de avaliacao.
O sangue foi coletado por venopuncdo da jugular, utilizando-se tubos a vacuo
(Vacutainer®) e agulhas hipodérmicas 0,80x25mm (21G), em frascos sem
anticoagulante, e mantidos a temperatura ambiente até coagular. Em seguida, os tubos
foram centrifugados para separacédo do soro sanguineo, que foi estocado em micro tubos

a -20°C até o momento da avaliacao.

3.2.5 Avaliagdo endoscopica das vias aéreas

A avaliacdo endoscopica das vias aéreas foi realizada apds a avaliacdo clinica,
com os animais preferencialmente ndo sedados, sob contengcdo mecéanica. Para isso
utilizou-se um fibroscépio flexivel (Olympus®) de 170 cm de comprimento e 12,0 mm de
diametro, para a avaliacdo das vias aéreas superiores e inferiores até a bifurcacdo da
traqueia. Os animais que eventualmente necessitaram de sedacao, receberam cloridrato
de xilazina 10% (0.4 mg/kg, IV, sedomin, Laboratério Konig, Santana da Parnaiba, SP).

Para a avaliacao do grau de desenvolvimento de foliculos linfoides faringeanos ou
hiperplasia folicular linfoide, foi utilizado escore de 0 a 4 segundo Raker e Bowles (1978).

O muco no lumen traqueal foi graduado por meio de escore de 0 a 5 conforme
Gerber et al. (2004). Com o endoscopio posicionado proximo a bifurcacdo da traqueia,

foi procedido o LT, para posterior avaliagéo citolégica.

3.2.6 Avaliacéo Citologica do Lavado Traqueal (LT)
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O procedimento LT foi realizado no momento da avaliacdo endoscopica, e seguiu
o protocolo de Mansmann e Knight (1972). Proximo a bifurcagéo da traqueia (Figura 3.1),
com auxilio de uma sonda de polietileno introduzida pelo canal de trabalho do
endoscopio, foram instilados 20 mL de solucdo estéril de cloreto de sodio 0,9%,
aspirando-se em seguida e acondicionando o volume recuperado em tubo estéril para

centrifuga.

Figura 3.1 — Esquematizacéo do local de coleta de amostras de LT (setas). A
parte cranial da traqueia toracica é horizontal e, portanto, local de acumulagéo
das secrec0es respiratérias e do liquido estilado. Adaptado de Barakzai, 2007.

O processamento ocorreu em menos de 1 h, centrifugando a 340g por seis min
(Centrifuga Quimis, Sdo Paulo, Brasil), e o pellet de células formado foi utilizado para
confeccdo das laminas para a avaliacao citolégica. As laminas foram fixadas no
laboratorio proprio da cocheira do haras do Jockey Club do Parana, depois de fixadas
foram enviadas para a Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense em
Niteroi, para a equipe do professor Nayro Xavier Alencar, onde foram coradas pela
técnica de Romanowski (Pandtico, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) e avaliadas as cegas.
Foram contadas 300 células em aumento de 1.000X (Michelotto Jr. et al., 2010).

Foi considerado achado citolégico normal o LT contendo <10% de linfécitos, <1%

de eosindfilos e <20% de neutrofilos (Robinson, 2003; Hodgson e Hodgson, 2007).
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A avaliacdo da presenca de hemossideréfagos no LT foi realizada por meio da
coloragdo de Azul da Prussia (Doucet e Viel, 2002), e os resultados descritos como
percentual de hemossideréfagos que apresentaram hemossiderina no citoplasma.

Para cavalos com secrecdo mucopurulenta durante a avaliagdo, ou que
apresentavam essa alteracdo persistente em relacdo a observacdo anterior, fez-se
colheita de material para cultura, utilizando cateter estéril duplo BD CAT 2.4 m por 6 mm,
introduzido através do canal de trabalho do endoscépio, fazendo-se a aspersao de 20 mL
de solucéao salina estéril e recuperando-se o material e encaminhando para o laboratorio
particular (Laboratério Lanac, Curitiba, Brasil). No laboratorio, com o material coletado do
LT fez-se uma diluicdo de 1:2, 1 mL da amostra do LT mais 1 ml do agente mucolitico.
Apos a diluicdo, a amostra foi homogeneizado e permaneceu por 15 min em descanso a
temperatura ambiente. Apds os 15 min. retirou-se 100l e foi inserido em um tubo com
9,9 ml de salina e para homogeneizacao. Essa diluicdo foi semeada por esgotamento
com a alca de 10ul em placas de sangue/ MacConkey e chocolate. As placas de Agar
sangue/MacConkey foi incubada a 35°C por 24 e 48 horas e a de Agar chocolate a 35°C
em tensdo de CO2 por 24 a 48 horas. Apos as 24 horas foi observado se houve
crescimento, quando n&do observado o crescimento foi reincubado e observado no dia
seguinte, com 48 horas de incubacdo. Quando ocorreu o crescimento foi procedida a
identificacdo e a antibiograma, e quando ndo ocorreu o crescimento o liberou-se o

resultado como negativo.

3.2.7 Fosfatase Alcalina (FA)

As amostras de sangue venoso foram coletadas por venopuncéo da jugular,
utilizando-se tubos a vacuo (Vacutainer®) e agulhas hipodérmicas 0,80x25mm (21G). O
sangue coletado em tubos a vacuo sem anticoagulante foram mantidos a temperatura
ambiente até coagular. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 340 g por 6 min para
separacdo do soro sanguineo, que foi armazenado em micro tubos a -20°C até o
momento da avaliacao.

A concentracdo da ureia, necessaria para a determinacdo da atividade da FA, foi

determinada por meio de espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico

26



Bioplus 2000®, Sao Paulo, SP), utilizando-se kits Ureia UV (Analisa®, Belo Horizonte,
MG).

A atividade da FA e a concentracao da ureia foram realizadas a partir de aliquotas
do sobrenadante do LT, centrifugadas a 800 g por cinco min (centrifuga FANEM® modelo
206R) e, em seguida, acondicionadas em micro tubos a -20°C. Todas as amostras foram
analisadas por espectrofotometria (analisador bioquimico semiautomatico Bioplus
2000®, Sao Paulo, SP), utilizando-se kits Fosfatase Alcalina (Analisa®) e Ureia UV
(Analisa®), respectivamente.

As determinac¢fes da concentracdo da ureia no soro sanguineo e no sobrenadante
do LT foram necessérias para corrigir a diluicdo causada pelo LT e estimar a atividade
da FA no LT. Para se calcular a atividade da FA no LT foi utilizada a seguinte formula,
conforme descrito por Porto et al. (2010).

Atividade da FA no LT = FA no LT x Fator de correcao da diluicdo (FD), onde FD
= Ureia no soro sanguineo/ Ureia no sobrenadante do LT, sendo apresentada em UI/L =

pmol/(L.min).

3.2.8 Anélise Estatistica

A avaliacdo da normalidade dos dados foi realizada com test de D’Agostino e
Pearson. A variagdo no desenvolvimento de foliculos linfoides faringianos. bem como nos
graus de muco traqueal, entre os momentos TO e T7, foi analisada utilizando teste de
Mann Whitney. Os dados de citologia diferencial foram analisados utilizando teste de
Andlise de Varianca (ANOVA) a um fator, seguido de teste de Tukey de mdultipla
comparacao para a analise dos resultados obtidos entre os momentos de avalia¢des. O
teste de correlacdo de Spearman foi empregado para a avaliacdo da correlagdo entre
achados citologicos e avaliagdo do ambiente de cocheira. Para todas as analises se
utilizou o software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Prism, San
Diego, CA, USA), considerando significativo valores de p < 0,05. Os resultados séo

apresentados como média +desvio padrao da media.

3.3.RESULTADOS
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3.3.1 Animais

Dentre os 18 cavalos que iniciaram o estudo, alguns foram retirados ao longo do
estudo, devido a Obito (um caso), problema locomotor (7 casos), e venda (um caso).
Assim, o estudo chegou ao seu final com um numero total de 9 cavalos (1 fémea e 8
machos). Todos os cavalos foram avaliados enquanto estavam disponiveis.

Durante o estudo, alguns animais apresentaram ocorréncias respiratorias que
necessitaram de tratamento, envolvendo aumento de linfonodos, tosse, e evidéncia de
secrecdo mucopurulenta na avaliacdo endoscopica. Esses receberam penicilina IM ou
oxitetracilina IV em solucdo salina, por sete dias. Durante o periodo do estudo, onze

cavalos dentre os investigados correram um total de 20 corridas.

3.3.2 Avaliacdo do Ambiente

A percepcao de odor de urina nas cocheiras correlacionou de forma positiva com

os achados de neutrofilia no LT, na avaliacéo realizada em T1 (p = 0,001, r=0,6094).

3.3.3 Avaliacéo Clinica

Os parametros de exame fisico (Figura 3.2) investigados permaneceram dentro
dos valores de normalidade durante todo o periodo do estudo, ndo havendo diferencas
entre 0os tempos.

Todos 0s animais apresentaram secrecdo serosa nas narinas em todos os tempos
de avaliacéo.

A amplitude respiratéria foi normal em todos os tempos da avaliagdo. O tipo de
respiracdo observada em todos os cavalos foi a costoabdominal e 0 modo de respiracao

foi eupneica, conforme se espera de cavalos normais.

3.3.4 Avaliagéo endoscopica das vias aéreas

Durante a avaliacdo endoscopica das vias aéreas (Figura 3.2) a maioria dos

cavalos permitiu a realizacdo do exame com contencdo mecanica. Ao longo do estudo
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foram necessérias oito sedacbes em um total de 109 avaliagbes, ou seja, 7,3% das
avaliacOes foram feitas sob sedacéo.

Os graus observados para o desenvolvimento dos foliculos linfoides foram
reduzindo gradativamente do inicio ao final do estudo, sendo que foi menor em T7 em
relacdo a TO (1,6+0,9 vs.2,4 +0,7, p = 0,015) (Tabela 3.1).

Todos os animais apresentaram movimentacao normal das cartilagens aritenoides
(graus 1 e 2), 0 que se seguiu durante todo o estudo.

Com relacdo a observacao de muco tragueal, também reduziu ao longo do estudo,
mas sem diferenca entre os tempos investigados. A observacéo da presenca de muco
traqueal > 2 durou em média 9,8 semanas. A Tabela 3.1 mostra os achados para a
graduacéo média para as observacdes de foliculos linfoides faringianos e muco traqueal,
bem como a quantidade de animais com graduagao de muco igual ou maior que 2, a cada

avaliacéo realizada.

Tabela 3.1 — Graduacao média de foliculos linfoides faringianos e muco traqueal de potros Puro
Sangue Inglés de corrida durante os meses iniciais de treinamento. A graduagao da hiperplasia
folicular linfoide (HFL) foi de 1 a 4 e das quantidades de muco traqueal de 0 a 5.

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
HFL 2,4 £0,7 2,2 £0,8 2,510,6 2,0£0,4 1,6 £0,8 1,7 £0,6 1,6 £0,5 1,6 £0,8
Muco 2,2+1,5 1,7 £1,2 2,1+1,6 1,4+1,4 1,5+1,3 2,3%1,2 1,6 £1,6 1,3+1,3
Cavalos muco >2 9/18 9/18 10/18 8/17 3/13 3/13 6/11 4/9
Cavalos/Total (%) (47,4) (50,0) (55,6) (47,1) (23,1) (23,1) (63,6) (44,4)

A avaliacao citolégica diferencial do LT (Figura 3.4), mostrou que a quantidade de
células epiteliais foi maior em T3 (p = 0,0003), T4 (p = 0,0002) e T7 (p = 0,006) em relagéo
a T0, conforme mostra a Tabela 3.2. Houve uma correlacdo negativa entre a quantidade
de células epiteliais em relacdo a de macréfagos (p = 0,007, r = -0,8810) e neutrdfilos (p
=0,037, r=-0,7619).

Tabela 3.2 — Avaliacao citolégica diferencial do lavado traqueal de cavalos Puro Sangue Inglés
de corrida durante o primeiro ano de treinamento, avaliados em julho (TO), agosto (T1),
setembro (T2) e novembro (T3) de 2013, fevereiro (T4), marco (T5), abril (T6) e julho (T7) de
2014. Resultados apresentados em percentual médio + desvio padrdo da média.
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TO Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
Células
Epiteliais 14,5 15,6 14,0 58,5 63,6 33,6 56,9 70,6
% +147 +156 +£229  +27,8% +273% +£247  £223 +37,8"
Eosinéfilos UJ2 015 5;1 4}1 019 018 Drl Ufl
% +04 +12 +136  +9,1r +1,5 +13 +04  +0,4
Neutréfilos 17,9 27,2 16,9 10,9 3,9 12,0 1,0 1,6
% +19,4 +20,3 +135 +21,2™ +4,97 +17,4 #1208 +2.6m8
Linfécitos 7J2 8r8 1016 3}9 518 5;2 7;'4 2J7
% +43 54 +45 +27 +6,7 +18 +37  £22
Macréfagos 581 47,8 54,9 22,6 25,5 48,0 34,8 25,0
% +20,7 +19,6 +203  +212 +182 +159 +213 +357
muinucesdos 00 %3 %5 oo oo 00 00 0o
r i 0,8 i 0’7 ! ’ ! L r

%

Os simbolos de diferenca estatistica estéo relacionados a outros tempos de avaliacdo para 0 mesmo tipo celular.

O percentual médio de eosinodfilos na citologia do LT foi maior em T3 em relacéo
aTO0 (p =0,004), T6 (p = 0,019) e T7 (p = 0,030). Em T1, dois animais apresentaram
aumento no numero percentual de eosindfilos (3,0% e 3,5%), trés animais em T2 (3,5%,
41,0% e 41,0%), e sete em T4 (2,3%, 3,0%, 10,3%, 2,0%, 3,0%, 1,5% e 34,5%). O animal

que apresentou 3,5% de eosindfilos no LT na avaliacdo em T2, também havia

apresentado 3,0% em T1, bem como 1,5% e 2,0% em T3 e T4, respectivamente. Um dos

animais que havia apresentado 41,0% em T2 apresentou 34,5% em T3, e em seguida

zerou e se manteve até o final do estudo. Ainda, mais outro animal apresentou 4% de

eosinofilos no LT em T4, repetindo em T5 e zerando até o final, como mostra o Gréfico

3.1
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Grafico 3.1 — Variagdo no percentual de eosinofilos no LT de cavalos PSI de corrida
durante o primeiro ano de treinamento, através da coloracdo de Romanowski.

Com relacéo a presenca dos neutrofilos no LT, em TO o valor médio estava dentro

da normalidade para cavalos saudaveis (<20%) (Tabela 3.1).
A quantidade de neutrdéfilos atingiu a maior média do estudo em T1, durante o

inicio do treinamento, sendo esta a Unica avaliacao cuja média foi maior do que o limite

maximo 20%, considerado para cavalos higidos (Grafico 3.2).
O percentual de neutréfilos na avaliacdo do LT foi menor nos tempos T3 (p =

0,004), T4 (p < 0,0001),T6 (p = 0,0002) e T7 (p = 0,002) em relacéo a T1, sendo que em
T6 e T7 foram menores que TO e T2 (P < 0,001). Houve correlacdo positiva entre a

percepcdo de odor de urina nas cocheiras e 0 aumento do percentual de neutrofilos no

LT,em T1 (p = 0,001, r = 0,6094).
Com relacdo aos linfécitos, o percentual médio em T3, T4 e T7 foi menor do que

em T2. Em T2, durante o momento de avaliagdo, a quantidade de linfocitos foi maior que

o limite superior considerado para cavalos normais (Tabela 3.2).
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Grafico 3.2 — Variagdo no percentual de neutréfilos no LT de cavalos PSI de corrida durante o
primeiro ano de treinamento, através da coloracdo de Romanowski. 2p < 0,01 vs. Tl e Pp <
0,001vs. TOe T2.

A presenca de hemossiderofagos no LT foi observada desde o inicio do estudo
(Gréfico 3.3), sendo que na primeira avaliagédo (T0) houve 36,4% a menos de macréfagos
com hemossiderina em relagdo ao momento de maior deteccao que foiem T6. Observou-
se também queda no percentual de hemossider6fagos no momento T2, sendo 55,8%
menor em relacdo a T1 (p = 0,008). A partir da terceira avaliacdo, houve aumento
crescente no percentual de hemossideréfagos no LT em relacdo a avaliacdo anterior,
sendo de 21,3% (T3 em relacdo a T2), 27,7% (T4 em relagédo a T3), 30,0% (T5 em relacéo
aT4) e 23,9% (T6 em relacdo a T5). Nas avaliacbes em T6 (p = 0,016) e T7 (p = 0,009)

houve maior numero de hemossideréfagos em relacdo ao momento T2.
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Gréfico 3.3 — Variagdo no percentual de hemossideréfagos no LT de cavalos PSI de
corrida durante o primeiro ano de treinamento, por meio da coloracao de Azul da Prussia.
3p = 0,016 vs T2 e Pp = 0,009 vs T2.

3.3.5 Fosfatase Alcalina

A atividade da FA no LT foi maior nas avaliagbes em T4, T5 e T6, em relacéo a

TO, como mostra o Grafico 3.4.

5000+
4000+
3000+
2000+

1000+

Atividade da Fosfatase Alcalina (U/L)

Avaliagdes

Gréfico 3.4 — Variagéo no percentual de FA no LT de cavalos
PSI de corrida durante o primeiro ano de treinamento

33



3.3.6 Cultura Bacteriana

Foram realizadas colheitas de material para cultura bacteriana em cinco cavalos,
em funcéo especialmente do exame endoscopico ter revelado quantidade exacerbada de
secrecdo com aspecto mucopurulento e consisténcia viscosa na traqueia. Os animais
também estavam com corrimento nasal mucopurulento e tosse. Essa colheita aconteceu
durante dois tempos, T3 foi coletado material de um animal, com crescimento de
Streptococcus equi. Em T5 foi necessario coletar amostra de quatro animais para cultura,
sendo que desses, uma cultura foi negativa e nas outras foram encontradas

Pseudomonas Aeruginosa, Aspergillus sp e Acinetobacter Lwoffi.

3.4 DISCUSSAO

No presente estudo pode-se evidenciar alteracdes importantes nas vias aéreas
dos cavalos de corrida durante o primeiro ano de treinamento, e o LT, associado ao
exame fisico e endoscopia, foi uma técnica de avaliacdo citologica util. Pode-se
demonstrar que, 30 dias apds serem inseridos no regime de estabulacdo apresentaram
um quadro de neutrofilia, que resolvido deu vez a uma reacao eosinofilica. Este estudo
levanta questdes importantes a serem investigadas futuramente, como a participagao
especifica do ambiente ou, mais especificamente ainda, o envolvimento de alérgenos
presentes na cama de serragem ou no feno nas alteracdes encontradas.

Aléem do ambiente, deve-se entender melhor a influéncia dos fatores
desencadeadores de estresse nos resultados observados no presente estudo. Apesar de
nao ter ocorrido alteracdo nos niveis de cortisol em relacdo a mudanca de manejo e
estabulacdo em estudo anterior (Aurich et al., 2015), isso néo foi realizado em cavalos
PSI de corrida jovens nas condi¢coes dos avaliados no presente estudo, sendo que isto
precisa ser investigado e melhor entendido.

A partir do momento que entraram no estabulo, o programa imunoprofilatico
adotado prevé a vacinagdo contra influenza equina e herpesvirus tipos 1 e 4, mas o
manejo preventivo prévio certamente variou, ja que nove dos animais investigados foram
adquiridos em leildes em outros estados, foram provenientes de diferentes criatorios e
enfrentaram, além da preparacdo para os leildes, as viagens de caminhdo. Esses
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estiveram em maior risco de acumulo e desenvolvimento de bactérias patogénicas nas
vias aéreas (Raidal et al., 1997), bem como a exacerbacéo de virose como o herpesvirus
tipo 4 (Badenhorst et al.,, 2015), em funcdo do transporte e fatores estressantes
decorrentes dos leildes.

Essas questdes poderdo resultar em medidas profildticas e curativas a serem
empregadas no inicio da vida desportiva, apesar de que a influéncia dos achados
encontrados no presente estudo, na capacidade desportiva desses cavalos em corrida,
ainda precisa ser melhor entendida. Sabe-se que algumas manifestacfes das doencas
respiratérias, tais como o aumento de muco traqueal, influencia a capacidade desportiva
(Holcombe et al.,, 2006), mas ndo se sabe o quanto podem estar relacionados aos
achados observados nos primeiros meses de estabulacéo.

Ainda, deve-se entender melhor a possivel influéncia das diferentes estacdes do
ano nos achados do presente estudo. Em T1 observou-se o Unico momento de neutrofilia
no LT (>20%), sendo que no presente estudo essa avaliagdo ocorreu durante o inverno.
Riihim&ki et al. (2008) investigaram a quantidade de poeira no ambiente e mediadores
inflamatorios no LBA, e observaram que para os cavalos estabulados durante o inverno
havia maiores quantidades de 1,3-3-glucanos no ambiente coincidindo com um aumento
da quantidade de neutrofilos no LBA. Considerando o presente estudo, a traqueia e 0s
brénquios principais sdo mais expostos ao meio externo e a acado de agentes nocivos, e
por este motivo a resposta imunoldgica normalmente é mais acentuada (Hodgson e
Hodgson, 2007). Contudo, apesar do inverno na Suécia (Riihiméki et al., 2008) ser mais
rigoroso que o inverno no Brasil, a resposta imunol6gica nas vias aéreas, entre 0s
estudos, foi semelhante.

Ainda, a presenca de endotoxina bacteriana ou gas amonia provenientes da urina
podem ter influenciado nos achados. Apesar de nao ter sido quantificada no presente
estudo, sabe-se que ocorrem niveis elevados de endotoxina bacteriana no ambiente da
cocheira (Clements e Pirie, 2007) que, inalada recruta neutrofilos para as vias aéreas de
forma dose dependente (Pirie et al., 2002).

Também, o gas amodnia proveniente da urina acumulada na cama, pode resultar
em inflamacéao traqueal neutrofilica (Malikides e Hodgson, 2003). No presente estudo se
utilizou a percepcao do odor de urina nas cocheiras, que apesar de avaliacédo subjetiva,
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é realizada prontamente podendo indicar um risco para a ocorréncia de inflamacdo em
vias aéreas, como observado no presente estudo, indicando a necessidade para uma
limpeza imediata da cama e cocheira.

A terceira (T2) e quarta (T3) avaliagdes evidenciaram uma resposta inflamatéria
eosinofilica nas vias aéreas. Este achado pode ser transitorio (Viel e Hewson, 2003;
Santos et al.,, 2007), e de fato houve reducdo sem intervencdo. Em populacbes
semelhantes, isso foi observado no fluido do LBA no primeiro més de estabulacao
relacionado ao fornecimento do feno em rede (lvester et al., 2014), e também no fluido
de LT e de LBA em avaliacdo realizada ap6s 30 dias de estabulacdo (Michelotto Jr.,
2010). Provavelmente ocorreu uma resposta alérgica do tipo Th-2 frente a poeira e
agentes ambientais inalados. Nenhum dos estudos investigou os agentes ambientais
envolvidos. Apesar de poder interferir com o rendimento desportivo (Hare e Viel, 1998),
a eosinofilia nos potros investigados foi observada em T2 e T3, mas nao se sabe a
influéncia destes achados no desempenho desportivo futuro.

A quantidade de células epiteliais aumentou durante todo o estudo. Apesar desse
aumento poder estar relacionado a possivel ocorréncia de virose respiratéria, pode
constituir um achado comum nas amostras de LT colhidas com o auxilio do endoscopio
(Viel e Hewson, 2003; Lessa et al., 2007).

O aumento na quantidade de linfocitos no momento T2 (>10%), posterior a
neutrofilia e juntamente a observacao de eosinofilia no LT, leva a crer que os linfécitos
apresentam um papel que pode ser importante na resposta inflamatéria nas vias aéreas
de cavalos de corrida jovens em inicio de treinamento, o que deve ser melhor estudado.

Em populacdes de cavalos de corrida semelhantes a investigada no presente
estudo, sabe-se da participacdo de agentes microbianos, mas sem de fato saber o papel
deles na inflamacéo respiratéria desses animais (Hughes, 2013). As bactérias podem
colonizar as vias aéreas dos cavalos de corrida sem causar um quadro caracteristico de
infeccdo, permanecendo de forma silenciosa. No presente estudo ndo se pode associar
a presenca de bactérias ou fungos a outros achados endoscopicos ou citolégicos, como
anteriormente se encontrou uma associagcdo entre quantidades aumentadas de muco
com o isolamento de Streptococcus zooepidemicus (Cardwell et al., 2013), ou a relacéo

entre tosse e presenca de neutrofilos com bactérias fagocitadas (Christley et al., 2001).
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No presente estudo ndo se realizou a investigacado seriada da presenca de
agentes microbianos, mas se estabeleceu colher material para cultura quando da
necessidade em funcdo de achados endoscoépicos de quantidades aumentadas de
secrecdo mucopurulenta. Interessantemente, as necessidades de colheitas foram entre
meio de novembro e inicio de marco, no final da primavera e todo o verao, que séo épocas
mais quentes e umidas, o que favorece o crescimento de bactérias e fungos.

Com relagédo a presenca de fungos, especificamente o Aspergillus, € bastante
importante se entender a participacéo deles nos quadros observados no presente estudo,
e o risco de influéncia na capacidade respiratoria desportiva dos cavalos de corrida. O
Aspergillus foi demonstrado estar significativamente mais presente no LT, em cavalos
estabulados, naqueles portadores de obstrucdo recorrente das vias aéreas em relacao
aos cavalos saudaveis (Xavier et al., 2014).

Todos os animais foram avaliados por uma mesma equipe e a auscultacao foi feita
por um Unico médico veterinario, para se manter a consisténcia. A opcao foi a de
examinar os cavalos em repouso, com o intuito de se identificar as alteracdes presentes,
gue nao apresentavam manifestacdes clinicas evidentes, e que podem interferir na saude
e capacidade desportiva. De fato, no exame fisico os parametros investigados
permaneceram dentro dos valores de normalidade durante todo o estudo, demonstrando
a necessidade de exames complementares para a avaliacdo respiratéria dos cavalos
atletas.

Apesar de ndo ser possivel avaliar a ocorréncia de sangramento pulmonar
decorrente do exercicio no exame endoscoépico realizado durante o repouso, a
guantidade de hemossideréfagos no LT possibilitou relacionar o desenvolvimento da
hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio. Interessante que se observou numero
expressivo de hemossiderdfagos no LT dos animais investigados no momento inicial do
estudo. A ligacao entre a hemorragia e a inflamacéo pulmonar tem sido demonstrada
(Newton e Wood, 2002; Michelotto Jr. et al., 2011). Anteriormente, a presenca de
hemossideréfagos no fluido do LBA foi correlacionada com a maior atividade do fator de
ativacao plaquetaria, bem como com a maior concentracéo de proteinas e hidroperoxidos
lipidicos nos cavalos PSI jovens em treinamento para corrida (Michelotto Jr. et al., 2011).

Possivelmente, o aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar causada pelo
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processo inflamatorio possa ter permitido a passagem de eritrocitos para 0 espaco
alveolar, o que exacerbaria a inflamac&o nas pequenas vias aéreas (Erickson e Poole,
2007) e tecido pulmonar (Derksen et al., 2009). Houve uma reducao nas quantidades de
hemossiderdfagos de TO a T2, coincidindo a reducéo nas quantidades de neutrofilos no
LT. Em seguida, a quantidade de hemossiderofagos no LT dos cavalos examinados
aumentou até o final do estudo. Na presente pesquisa ndo se investigou o efeito direto
do exercicio sobre os achados observados, mas considerando-se que todos 0s animais
eram cavalos jovens (2 anos de idade), em preparacdo para corrida, o treinamento

evoluiu ao longo do estudo para todos os animais investigados.

3.5 CONCLUSAO

A hip6tese do presente estudo foi confirmada, pois os cavalos PSI jovens
investigados apresentaram, durante oS meses iniciais de treinamento, processo
inflamatorio neutrofilico nas vias aéreas no segundo més apos a estabulacdo, seguido
de inflamacdo eosinonifilica. Houve uma elevacdo crescente na quantidade de
hemossiderofagos no LT até o final do estudo. N&o houve relacdo da FA com os achados

citologicos.
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CAPITULO 4

4. CONSIDERACOES FINAIS

Vérios fatores inerentes aos equinos PSI de corrida, tais como a vontade de
ganhar e correr, sua forga, poténcia e velocidade tem grande influéncia no sucesso nas
competicbes e na performance destes animais. Mas fatores como as doencas
respiratorias, inclusive a DIVA e a HPIE, podem influenciar significativamente na carreira
destes cavalos atletas. Os resultados obtidos nas ferramentas de avaliagdo, como a
observacdo do ambiente que estes animais habitam, o0 manejo dos mesmos, a avaliacao
clinica e endoscépica com LT podem ser utilizados como subsidio a proprietarios e
treinadores para elaborar protocolos de treinamento a integridade fisica dos cavalos
atletas.

A observacdo do ambiente em que os cavalos habitam durante o periodo de
treinamento e 0 manejo destes animais se mostrou um meétodo eficiente de prevencéo
para futuros problemas respiratérios que esses animais possam a vir desenvolver. O que
fica evidente neste estudo € que esses resultados relacionados ao ambiente e manejo
nao se atenham somente ao meio académico, que possam ser divulgados por meio de
apostilas e cursos dirigidos aos funcionarios dos haras.

O LT constitui um método rapido, facil e de baixo custo importante para a
investigacdo das afeccdes do trato respiratério dos cavalos em treinamento para corrida.
E uma técnica que permite a visualizacdo e coleta de amostras respiratéria destes
animais. Neste estudo ficou claro a necessidade de uma padronizacdo dos materiais,
equipamentos, procedimentos de colheita e processamento das amostras, para que o
resultado seja o mais fidedigno possivel, para assim sermos capazes de utilizar as
informacgdes em prol destes animais. Sem esquecer que apesar do leque de exames
complementares que estéo acessiveis atualmente, uma excelente e completa anamnese
e um correto exame fisico séo instrumentos de grande importancia e significancia para o
reconhecimento do problema, e assim estabelecer uma futura abordagem para o bem-

estar e saude dos cavalos.
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