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1. Introducao

As avaliagdes citologicas da  doenca
inflamatoria das vias aéreas, da doenga pulmonar
obstrutiva cronica (HOFFMAN, 1999), bem como
da hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio
(MCKANE; ROSE, 1993) sdo as principais aplicagdes
do lavado broncoalveolar (LBA) na clinica médica de
eqiiinos. Neste sentido, a segunda parte desta revisao
teve por objetivo disponibilizar informagoes relativas a
citologia broncoalveolar normal, bem como os padroes
citopatologicos das principais afec¢des passiveis de
diagnostico através desta técnica, de modo que o leitor
possa reconhecer e implementar esses padroes em sua
rotina de trabalho.

2. Avaliac¢ao citologica

As contagens totais sdo executadas em camara
hematimétrica de Neubauer modificada, contudo, sdo
consideradas de pouco valor diagndstico em virtude da
alta variabilidade de recuperacéo das células no pulméao
do eqiiino (MCGORUM; DIXON, 1994). Apesar disso,
0s mesmos autores relatam, para oito eqiliinos sadios,
valores medianos de 235 células/uLL com varia¢do de
120-640 células/ul.. No quadro encontram-se mais
valores para contagens totais em animais sadios.

As preparacdes citologicas para as contagens
diferenciais podem ser realizadas por citocentrifugagado
ou por confec¢do de esfregacos a partir de sedimento
obtido em centrifuga convencional (MCGORUM,
1993, MCGORUM; DIXON, 1994). Fernandes
(2000), Mori (2000) e Lessa et al. (2002) trabalharam
com velocidade de citocentrifugacdo de 28g por 6
minutos. Para confeccionar esfregacos, Lessa et al.
(1999) utilizaram velocidade de 226g por 5 minutos
em centrifuga convencional, adicionando soro eqiiino
ao sedimento obtido. De modo semelhante, Pickles et
al. (2002) utilizaram 328g por 6 minutos, considerando
esta modalidade de preparagdo como uma alternativa
confiavel para o diagndstico citologico de quadros
de doenca inflamatdria das vias aéreas com infiltrado
neutrofilico.

Ap0s a preparacdo da lamina, a mesma deve
ser seca ao ar, fixada em metanol e corada segundo as
técnicashematologicas convencionais,conformearotina
de trabalho do laboratorio. Mcgorum e Dixon (1994)
recomendaram a utilizagdo da coloragdo de Giemsa ou
Leishman e Hoffman (1999) preconizou as coloracdes
instantdneas: Wright-Giemsa, May-Griienwald ou
similares. Lessa et al. (1999) utilizaram o corante de
Wright. O método de coloracdo de Rosenfeld (1947)
também ja foi empregado para a avaliacdo citologica do
trato respiratorio posterior (FERNANDES et al., 2000,
MORI, 2000, LESSA et al., 2002, LESSA, 2003).
Para evidenciar hemossiderofagos pode-se utilizar a
coloragdo de Azul da Prassia e para mastocitos a de
Azul de Toluidina (HOFFMAN, 1999).

A contagem diferencial avalia no minimo 300
células e é expressa em porcentagem. Também pode-se
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levar em conta os aspectos morfologicos e aspecto do
muco.

O LBA de animais normais apresenta
predominantemente macrofagos alveolares, linfocitos,
mastocitos, um pequeno numero de células epiteliais
ciliadas, ndo ciliadas e eosinofilos. Além destas,
células basofildides também podem estar presentes. Os
macrofagos variam de tamanho e morfologia, podendo
ser multinucleados e com formas mitoticas comumente
observadas. Eles apresentam uma reduzida relacao
nucleo vs citoplasma e sdo prontamente reconhecidos
quando grandes e vacuolados (MCGORUM; DIXON,
1994). Da mesma forma, Freeman e Roszel (1997)
também consideraram que amostras de LBA normais
geralmente apresentavam proporgdes aproximadamente
iguais entre macrofagos alveolares e pequenos
linfocitos. Por outro lado também observaram que a
celularidade pode ser moderada, podendo ainda existir
uma presenga discreta de muco no fundo das ldminas.
O numero de células epiteliais e os tipos variam,
dependendo do ponto de aspirag@o. Ainda que muco e
eosinofilos estejam ausentes poucos neutréfilos podem
estar presentes.

Com relacdo a morfologia dos macrofagos,
Moore (1996) relata que tais células devem ter
aparéncia uniforme, com o minimo de vacuolizagdo
citoplasmatica e Fernandes et al. (2000) observaram,
esporadicamente, formas bi, tri e multinucleadas de
macréfagos em eqiiinos clinicamente sadios.

A variag@o dos tipos celulares encontrados
depende, dentre outros fatores, do volume infundido e
recuperado (SWEENEY et al., 1992). No Quadro sio
apresentados alguns valores encontrados na literatura
para as contagens celulares totais e diferencial do LBA,
com os seus respectivos volumes infundidos, para
eqiiinos considerados clinicamente sadios. Notar que a
faixa de variacdo dos volumes utilizados pelos autores
referenciados, abrange o volume recomendado (250
mL) na técnica de coleta descrita previamente na parte
1 deste trabalho.

A presenga de hemossiderofagos no LBA de
animais atletas clinicamente sadios ndo ¢ incomum.
McKane et al. (1993), trabalhando com cavalos de
corrida em treinamento, verificaram uma porcentagem
de 73% das amostras com eritrocitos livres € 90% com
hemossiderofagos, caracterizando nestes animais a
ocorréncia imediata ou prévia de hemorragia pulmonar
induzida pelo exercicio (HPIE). Os padrdes citologicos
de normalidade e alguns dos tipos celulares que podem
ser encontrados estdo representados nas figuras de 1 a
4.
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Figura 1 - Fotomicrografia apresentando inumeros
macrofagos (seta preta) e linfocitos (seta vermelha). Giemsa.
400X.

Figura 2 - Fotomicrografia apresentando mastdcitos (seta
azul), linfocitos (seta vermelha) e macrofago (seta preta).
Rosenfeld. 1000X.
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Figura 3 - Fotomicrografia apresentando macrofagos (seta
preta), linfocitos (seta vermelha) e células epiteliais ciliadas
(seta azul). Giemsa. 400X.

LESSA et al. 33

Figura 4 - Fotomicrografia apresentando macrofagos (seta
preta), linfocitos (seta vermelha) e células basofiloides (seta
azul). Rosenfeld. 1000X.

3. Enfermidades respiratérias em cavalos:
Hemorragia Pulmonar Induzida pelo Exercicio
(HPIE)

O LBA ¢ particularmente ttil para o diagndstico
de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio
(HPIE). A lavagem com cateter permite colher material
dos lobos caudais dos pulmdes (MCKANE; ROSE,
1993), locais onde geralmente ocorrem as hemorragias
por esforco.

Apods uma hemorragia pulmonar, eritrocitos
sdao fagocitados por macrofagos pulmonares e seus
grupos heme sdo reduzidos a hemossiderina, dando
origem aos hemossider6fagos. Este pigmento ¢
facilmente reconhecido nas coloracdes hematoldgicas
rotineiramente empregadas como granulos
intracitoplasmaticos de coloragdo ambar, verde ou
marrom. Os hemossideréfagos deixam lentamente os
pulmdes e podem ser observados no LBA de animais
que ndo correm had varios meses (MCGORUM;
DIXON, 1994). Nas figuras 5 e 6 estas células podem
ser respectivamente observadas através de coloragdo
hematologica convencional (Wright) e epecial (Azul
da Prussia).

Ainda que a presenca de tais células seja uma
evidéncia citologica de HPIE (DERKSEN et al., 1989;
FOGARTY; BUCKLEY, 1991; MCKANE etal., 1993),
elas também estdo presentes em outras condigdes
clinicas, tais como insuficiéncia cardiaca esquerda,
broncopneumonias, pleuropneumonias e pneumonia
por aspiragdo (ROSZEL et al., 1988).

Freeman e Roszel (1997) consideraram como
padrdo citolégico comumente encontrado em HPIE
um aumento moderado a marcante de finos corddes de
muco, numerosos macrofagos espumosos (ativados)
e geralmente um alto grau de celularidade. Também
observaram variados graus de atipia das células
epiteliais do trato respiratorio. Quanto ao aspecto
inflamatorio observaram ser uma condigdo variavel,
podendo ter aumento de linfocitos ou neutrofilos.
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Quadro 1 - Autores com respectivos volumes infundidos, contagens celulares total (x10°células/mL) e diferencial (%) do
LBA, segundo os tipos celulares para eqiiinos considerados sadios

. Hemos- P . .. ., Célula
e Volume Total Macroéfago e Linfocito Neutrdfilo Mastocito Eosindfilo )
(mL) (x 10°/mL) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SWEENEY
¢ BEECH | 200-500 <s 40- 45 40- 45 <s MINORIA | MINORIA
(1991
SWEENEY . . . . . .
etal. (1992b) | 00 | 333L36% 1 44794 46,5+ 114% | 24+19% |48+34 1,6+3.6
MCGORUM
Sal (1993) 0.9 49,7 39,7 10 9.3 0 03
300
LoD 05-14) | (36,0-743)1 20,0-51,3)" | (07407 | (07-12.3)" | (0,007 | (0,0-1,7)®
MCGORUM
ol (1993) 08 61,7 243 13 9.3 0 10
300
LbE 0,352,007 | (293-75,7)1 (17,0567 | (0,023)7 | @43-1377 | 0,007 | (0,03.3)
3’;;{41;3 ctal ) hioso | s3£17% | 60,1 +48* 367+£54% | 22+14% | 04£04% | 0,03£0,1% | 0405
LAPOINTE | 550 | 71721,00¢ | 392+ 6,6* SSALT1% | 42430% | 13+ 14% ;
ctal. (1994)
MOORE et | 5, | | 53.0170 | 648460 283290 | 38030 | 03£030 | 12085
al. (1995)
VIEL (1997a) 60,1+ 140 3674160 | 226040 | 04zoin | P [o4x01n
ARE 36 677 315 04 T0 :
¢l 2x250 -
VIEL (1998)
26547 | (61.0-78.8)" 19.035.00° | (0214 | 00287 | ©0-1.0)"
HOFFMAN | 5 550 MAIORIA MAIORIA < < <1
(1999)
COUETIL e
DENICOLA| 250 | 445+142% | 688+88*% | 166+194% | 229+74% | 38455
(1999)
COUETIL et »s) | 32121,00% | 57,1103 34L130% | 68+27% | 1,5£08% | 0305
al. (2001)
%20]33)5 S A1250-500 | 231£0,96% | 53,11£7,85% | 1,694£423% | 41,33£9,60% | 2,35+ 1,20% | 2,43 +2,30% | 042 + 1,02% %ffsf

.... valores nédo informados
padrdo

; -: valores nulos; LDD: lobo diafragmatico direito; LDE: Lobo diafragmatico esquerdo; *média + DP; "mediana; & média + erro

Figura 5 - Quadro citopatologico compativel
HPIE. Presenga de hemossiderofagos

com
com granulos
intracitoplasmaticos variando de ambar a enegrecido (setas
pretas). Wright. 400X.

Figura 6 - Quadro citopatologico compativel com HPIE.
Observa-se um grande nimero de hemossideréfagos de
coloragdo azulada a negra, conforme a quantidade de
pigmento intracitoplasmatico (setas amarelas). Azul da
Prussia. 400X.
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4. Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

Em virtude de novas informagdes, tanto na
medicina humana quanto na medicina eqiiina, terem
demonstrado grandes diferengas entre a DPOC nestas
duas espécies, Robinson (2001) recomenda a utiliza¢ao
do termo obstrucdo recorrente das vias aéreas quando
se referir a obstrugdo de vias aéreas em cavalos mais
velhos, a qual pode ser revertida por modificagdes de
ambiente ou por uso de broncodilatadores.

O quadro citologico classicamente observado
nestes casos caracteriza-se pela presenca de infiltrado
neutrofilico variavel. Viel (1997) encontrou valores
médios de 44,8 = 7,3% para este tipo celular, enquanto
Derksen et al. (1985) observaram valores que variaram
em torno de 40% até aproximadamente 80%. Hoffman
(1999) observou uma variacdo de menos de 10% até
proximo a 80%, sendo que a maioria dos animais
apresentou contagem de neutrofilos abaixo de 50%.

O aumento do nimero de neutrofilos na
contagem citologica do LBA ¢ rotineiramente
considerado um indicador para o diagnostico de DPOC
(MCGORUM; DIXON, 1994). Porém, este quadro
ocorre predominantemente durante a fase aguda da
doenga, enquanto que no periodo de remissao clinica
e em menor escala, no inicio da covalescéncia, a
populagdo predominante é a de linfocitos (DERKSEN,
1985).

O aumento da celularidade e a presenga
de muco caracterizam o lavado broncoalveolar da
doenca obstrutiva. Tanto fibrina quanto muco podem
ser encontrados em formas cilindricas ou em blocos,
mais espesssos ou em pequenos fragmentos, ou mesmo
em camadas. Os cilindros de muco de forma espiral,
chamados espirais de Curschmann’s, caracterizam
obstrugdo bronquiolar e sdo rotineiramente encontrados
na doenga obstrutiva. Os tipos celulares encontrados
sdo variaveis, mas o aumento da contagem ocorre
principalmente com os neutréfilos e linfocitos,
assim como com os macrofagos, os quais aparecem
geralmente ativados. Células epiteliais bronquiolares
também estdo presentes, podendo estar em niimero
elevado ou ndo, apresentando de moderada a acentuada
atipia (FREEMAN; ROSZEL, 1997).

Os achados de nossa rotina estao de acordo com
0s autores acima. Ja observamos animais, clinicamente
enfermos, apresentando 60% de neutrofilos e 29% de
linfocitos. Em contrapartida ja verificamos animais,
com aumento na contagem de linfocitos, nos quais
a contagem de neutrdfilos foi normal (4,3%) ou
apresentou discreto aumento (9,0%). Quadros
citopatologicos representativos desta enfermidade
podem ser observados nas figuras 7 ¢ 8.
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Figura 7 - Quadro citopatologico compativel com DPOC,
predominio de neutréfilos e um aglomerado de células
epiteliais (seta). Giemsa. 400X.
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Figura 8 - Quadro citopatologico compativel com DPOC,

presenca de neutrdfilos, macrofagos, linfocitos e muco com
espirais de Curschmann (seta). Rosenfeld. 1000X.

5. Doenca Inflamatoria das Vias Aéreas (DIVA)

A Doenca Inflamatoria das Vias Adéreas
(DIVA), também denominada de inflamagdo das vias
acreas posteriores (BURREL, 1985), inflamagdo das
pequenas vias aéreas posteriores (HOFFMAN, 1999;
HOFFMAN; VIEL, 1997), doenga das pequenas vias
aéreas (VIEL, 1997b) e inflamagao do trato respiratério
posterior ou doenga das vias aéreas posteriores
(LAVOIE, 1997), ¢ uma sindrome inflamatoria nao
séptica das vias aéreas posteriores, particularmente
de animais jovens (ROBINSON, 2001). Também ¢
considerada por Hoffman (1999), Lavoie (1997) e Viel
(1997a, b) como um estagio inicial da Doeng¢a Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC).

Esta enfermidade pode apresentar diferentes
quadros citopatologicos com o envolvimento de um
ou mais tipos celulares. Hoffman (1999) observou
que esta variagdo parece ser tanto técnica quanto
regional. As contagens mais altas de mastocitos sao
em animais jovens enquanto as contagens mais altas
de neutréfilos sdo em animais mais velhos, acima de
10 anos. Hoffman (1995) correlacionou este fato a
possibilidade de cavalos experimentarem uma reagao
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inicial da fase inflamatéria (mediada por mastdcito) ou
tardia (neutrdfilo, eosinéfilo) no momento do exame,
como visto na asma humana.

De acordo com os tipos celulares observados,
diferentes padrdesinflamatorios foram propostos. Moore
et al. (1995) avaliando 32 eqiiinos “Standardbred” em
treinamento e com historico de queda de performance,
observaram o aumento significativo na contagem
celular total e nos valores absolutos para neutréfilos,
linfocitos e macrofagos. Este perfil citologico de DIVA
foi considerado como padrdo inflamatorio misto.
Além disso, quatro animais apresentaram marcante
infiltrado eosinofilico (24,7%). Ja Couétil et al. (2001)
consideraram como padrdo citologico inflamatdrio
misto, um aumento significativo na contagem absoluta
de linfocitos e um aumento ndo significativo no
percentual de neutrofilos. Moore (1996) e Bain (1997)
sugeriram as seguintes categorias: (1) inflamagao mista
com aumento na contagem total de leucocitos e um
moderado infiltrado neutrofilico (15%); (2) aumento
de células metacromaticas (> 2% de mastocitos); (3)
inflamagao com aumento no numero de eosinofilos. Em
um grupo de 12 animais, Viel (1997) observou infiltrado
neutrofilico (8,6%) acompanhado de mastdcitos
(8,3%) em 7 animais e nos 5 restantes apenas infiltrado
eosinofilico (13,3%).

Freeman e Roszel (1997) relataram que o
padrdo citologico compativel com alergia respiratoria
¢ uma inflamacdo com infiltrado eosinofilico, com
evidéncias de irritacao difusa de grandes e/ou pequenas
vias aéreas, indicada por uma atipia variavel de células
epiteliais, auséncia de debris necroticos, como os que
ocorrem na migragdo larval parasitaria através do
pulmido, e aumento no muco. Ainda que a inflamagio
seja variavel, geralmente existe pelo menos moderado
nimero de neutrofilos. Ocasionalmente a inflamagao
com infiltrado neutrofilico é discreta ou ausente, o
aumento na contagem de linfocitos pode ser aparente.
O numero de macréfagos estd consistentemente
aumentado e muitos sdo espumosos.

Com relacdo aos eosindfilos, Hare e Viel (1998)
consideram enfermos os animais que apresentem
contagem acima de 5%.

O LBA de cavalos com DPOC ou cavalos
jovens com DIVA em estado agudo, pode também
demonstrar células epiteliais com perda de cilios e dano
citoplasmatico, entretanto, a separacdo da placa ciliar
inteira é raramente evidente nestes casos (HEWSON;
VIEL, 2002).

As figuras 9 e 10 representam quadros
citopatologicos de DIVA com diferentes tipos de
infiltrados celulares.
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Figura 9 - Quadro citopatologico compativel com DIVA,
apresentando infiltrado neutrofilico. Coloragdo instantanea.
400X.

Figura 10 - Quadro citopatoldgico compativel com DIVA,
apresentando infiltrado eosinofilico (seta). Wright. 1000X.

6. Efeitos de estabulacio

Tremblay et al. (1993), estudando os efeitos
da estabulacdo sobre os tipos celulares observados no
LBA, de animais sadios e com DPOC, verificaram que
apos a estabulacdo, em ambos os grupos, a porcentagem
de neutrdfilos aumentou. No grupo sadio triplicou e no
grupo com DPOC esse nimero passou de 30% para
72%.

Holcomb et al. (2001) afirmaram que os
restos organicos possuem antigenos, endotoxinas e
uma variedade de particulas capazes de iniciar uma
inflamagao nas vias aéreas em animais sadios. Em um
estudo com cavalos arabes jovens apos a estabulagao,
o0s autores observaram um aumento do niimero absoluto
e da porcentagem de neutrdfilos (10,8%) no LBA,
assim como uma porcentagem menor de linfocitos.
Em contrapartida, quando os animais estavam a pasto
a contagem de neutréfilos foi de 3,6%. Nesse estudo,
porém, nenhum animal apresentou sinais evidentes
de doenga respiratoria, durante o exame clinico, nao
ficando claro o significado desse achado. Os autores
concluiram que este influxo leucocitario ocorreu em
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funcdo de uma reagdo de defesa contra a exposi¢ao
a finas particulas e consideraram importante a
minimizacao desta exposi¢do no manejo de todos os
cavalos, principalmente daqueles cujo trato respiratorio
¢ mais exigido.

7. Infeccao viral

Infiltrados neutrofilicos ndo ocorrem apenas em
decorréncia de doencas inflamatorias ndo infecciosas
ou como efeito de estabulagdo, podendo também ser
decorrentes de processos virais. Kydd et al. (1996)
avaliaram a populacdo de leucocitos no LBA de sete
poneis fémeas (cinco suscetiveis e duas imunizadas)
antes e depois da nebulizagdo com aerosol infectado
com o herpesvirus eqiiino tipo 1 (HVE-1). Verificaram
que no segundo dia apoés a infeccdo, ocorreu infiltrado
neutrofilico transitorio, coincidindo com a redugdo no
numero de macréfagos e linfocitos.

Um aumento de origem ndo traumatica na
populagdo de células epiteliais do LBA também ¢
comumente observado em animais com infecc¢des virais
(HEWSON; VIEL, 2002).

8. Comentarios

E notéria a divulgacio de trabalhos de revisio
referentes a lavado broncoalvelolar de eqiiinos na
literatura internacional (MCGORUM; DIXON, 1994;
HOFFMAN; VIEL, 1997, FREEMAN; ROSZEL,
1997; HOFFMAN, 1999). Este procedimento
diagnostico, apesar de util principalmente quando
se trata da elucidacdo de doengas inflamatorias nao
infecciosas do trato respiratorio posterior de eqiiinos,
ainda ¢ pouco utilizado na rotina clinica em nosso
pais. Porém, trabalhos nacionais ja foram realizados
(AMARAL et al.,1999; LESSA et al., 1999; MORI,
2000; FERNANDES et al., 2000; MORI et al., 2001;
LESSA et al., 2002; LESSA, 2003; COSTA et al;
2004).

Em face do exposto, as técnicas de coleta
abordadas na primeira parte deste trabalho, bem como
os achados citologicos compativeis com o padrao de
normalidade e com os de doengas do trato respiratorio
posterior descritos neste segundo trabalho, serdo uteis
a implementacdo deste procedimento, de modo a
otimizar, na pratica, o diagnostico de doengas do trato
respiratorio posterior na clinica médica de eqiiinos em
nosso pais.
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