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Resumo e Abstract




MARTINS, M.T.A. Estudo clinico-citologico e da ativagcdo de neutrofilos
sanguineos e do lavado traqueobrdénquico de ovinos clinicamente sadios
e portadores de broncopneumonia. Botucatu, 2012. 111p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

RESUMO

Os ovinos sdo muito susceptiveis as doencas pulmonares, sendo a
broncopneumonia mais frequente e responsavel por desencadear intensa
resposta inflamatéria, sistémica e local, principalmente neutrofilica. O objetivo
deste estudo foi analisar a resposta inflamatéria sistémica e pulmonar de
ovinos portadores de broncopneumonia moderada e grave e as atividades
neutrofilicas através dos testes estimulado (NBT-E) ou ndo (NBT-NE), com
Tetrazélio Nitroazul, no sangue periférico e no lavado traqueobrdénquico. Para
isso, por exame clinico, 50 ovinos foram selecionados e subdivididos em trés
grupos: G1 — animais sadios (n=19); G2 — portadores de broncopneumonia
moderada (n=21); e G3 — portadores de broncopneumonia grave (n=10). A
resposta inflamatdria sistémica foi avaliada pela interpretacdo do exame fisico,
leucograma e fibrinogénio plasméatico. A resposta inflamatéria local, por sua
vez, pela associacdo das alteracdes respiratdrias ao exame fisico especifico e
a celularidade do lavado traqueobrénquico (LTB). A atividade dos neutrofilos
sanguineos dos grupos G1 e G2 foi percentualmente semelhante e a daqueles
do LTB nula. O G3 apresentou diminuicdo da porcentagem de neutrdéfilos
sanguineos ativados e atividade de NBT significativa dessas células no LTB.
Nestas condicdes experimentais, os resultados demonstraram que o0 exame
clinico minucioso e a associacdo dos sinais clinicos sédo fidedignos para a
graduacdo dos estagios da broncopneumonia; a gravidade das respostas
inflamatérias, sistémica e local, é dependente do grau de comprometimento
pulmonar e h& tendéncia a leucocitose neutrofilica e a0 aumento do nimero de
células nucleadas no LTB conforme a gravidade da doenca; ha reducdo do
namero de neutrofilos ativos circulantes e presenca destes no LTB nas
broncopneumonias graves.

Palavras-chave: broncopneumonia, ovinos, lavado tragqueobrdnquico,

neutrofilos.



MARTINS, M.T.A. Clinical-cytological study and evaluation of neutrophils
activation on blood and tracheobronchial lavage of healthy and
bronchopneumonia affected ovine. Botucatu, 2012. 111p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

ABSTRACT

Ovine are highly susceptible to lung diseases, being bronchopneumonia the
most frequent and responsible for triggering intense inflammatory response,
systemic and local, mainly neutrophilic. The aim of this study was analyze lung
and systemic inflammation of moderate and severe bronchopneumonia affected
ovine and the neutrophilic activity through stimulated (S-NBT) and not
stimulated (NS-NBT) assays with Nitroblue Tetrazolium, on peripheral blood
and on tracheobronchial lavage (TBL). For that, 50 animals were selected and
divided based on clinical examination into three groups: G1 — healthy animals
(n=19), G2 - moderate bronchopneumonia (n=21), and G3 - severe
bronchopneumonia (n=10). The systemic inflammation was evaluated by the
interpretation of physics parameters, white blood cells (WBC) counts and
plasma fibrinogen. The local inflammatory response, in turn, by the association
of respiratory abnormalities on physical examination and the TBL cellularity.
The systemic neutrophils activity from G1 and G2 were similar, and the lung
neutrophils activity was null. The G3 showed a reduction of the activated
systemic neutrophils rate, and expressive activity of these cells on the TBL. On
these experimental conditions the results showed that a detailed clinical
examination associated with the clinical signs is a reliable method for the
graduation of the bronchopneumonia severity; the gravity of the local and
systemic inflammation relies on the lung commitment degree and there is a
tendency to neutrophilic leukocytosis and increase of the nucleated cells
number on the TBL, associated with the illness severity; there is a reduction of
active circulating neutrophils and its presence on the TBL when the animal is

stricken by severe bronchopneumonia.

Key words: bronchopneumonia, sheep, traqueobronchial lavage, neutrophil.
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Mayra Teixeira Alas Martins Introdugiio

1. Introducéo

A ovinocultura apresenta crescimento continuo na regido Sudeste do
Brasil decorrente do aumento no consumo de carne de cordeiro, 0 que surge
como solucdo econbmica para os pecuaristas de pequeno e médio porte
viabilizando os sistemas de producdo animal nessas propriedades e
mostrando-se mais uma alternativa de investimento. Observa-se que o
crescimento populacional e a intensificacdo na produtividade aumentaram o
namero de animais mantidos sob regime de confinamento, o que predispde a
diversas doencas.

Os problemas respiratérios sdo considerados como uma das principais
causas de perdas na ovinocultura (CUTLIP et al., 1998), sendo responsaveis
por 10 a 40% das mortes em animais adultos (VIEIRA et al., 1993) e por 17%
das mortes durante o periodo perinatal (ROOK et al.,, 1990). Entre as
enfermidades respiratorias que acometem 0s ovinos, a broncopneumonia é a
mais frequente e de maior importancia (RADOSTITS et al.,, 2002), gerando
grandes perdas econdmicas representadas por altas taxas de morbidade e
mortalidade, conversédo alimentar ineficiente, retardo no crescimento e ganho
de peso, condenacdes de carcacas e custos com medicamentos, assisténcia
veterinaria (RUSVAI e FODOR, 1998) e morte dos animais acometidos.

A doenca respiratoria é precedida por desequilibrios na triade de
interacdo entre um ou mais agentes infecciosos, principalmente virus e

bactérias, o sistema de defesa do hospedeiro e o ambiente. Caracteriza-se por
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acentuada resposta inflamatoria frente a infec¢do instalada (BOWLAND e
SHEWEN, 2000; RADOSTITS et al., 2007) que é fundamental para a efetiva
eliminacdo dos agentes infecciosos. No entanto, o controle da inflamagéo é
igualmente importante para a prevencao da lesao tecidual excessiva mediada
pelos leucécitos (STANDIFORD et al., 1996). A migracdo e ativacao dos
leucécitos em tecidos inflamados sdo reguladas por complexa rede de
interacbes entre as citocinas, leucdcitos, endotélio vascular, moléculas de
adesédo celular e fatores quimiotaxicos circulantes (MALAZDREWICH et al.,
2001).

Tendo em vista a importancia desses problemas faz-se necesséaria a
obtencédo de grande numero de informacdes semiolégicas para melhor acuracia
diagnéstica, especificamente visando a gravidade do processo inflamatoério
para que medidas terapéuticas e profilaticas sejam instituidas prontamente.

Sabe-se que no processo diagnéstico de qualquer enfermidade é
imprescindivel a realizagdo de anamnese criteriosa e exame fisico minucioso
(GONCALVES, 2004). Nos casos de comprometimento respiratério ndo €
diferente, mas quando estes recursos semioldgicos nao sdo suficientes para o
diagnostico definitivo, podemos usufruir de meétodos auxiliares até sua
conclusdo. Porém os exames complementares auxiliam ndo s6 no desfecho,
mas também no progndstico, plano terapéutico e preservacao do paciente.

Dentre os exames complementares comumente usados nos casos de
ovinos com alteracdes respiratorias estdo o0 hemograma, lavado
traqueobrdénquico, exames radiografico e ultrassonogréafico e centese de torax,
trepanacdo de seios paranasais, gasometria, biopsia pulmonar, endoscopia,
suabe nasal, exame parasitologico e titulagdo de anticorpos (GONCALVES,
2004; PUGH, 2005).

Tendo em vista o acompanhamento da gravidade do processo
inflamatério, dos exames supracitados, 0 hemograma e a avaliacédo citoldgica
do lavado traqueobrdénquico podem ser destacados como métodos aplicaveis,
pouco invasivos, de facil realizacdo e bastante fidedignos. Com esta finalidade,
as secrecdes traqueobrdonquicas estdo sendo cada vez mais pesquisadas e
associadas ao exame clinico para auxilio diagndstico, tanto citoldgico quanto
microbioldgico das vias aéreas (GONCALVES, 1997; FERNANDES et al.,
2000; GONCALVES, 2004). Sabe-se que em ovinos, a técnica do lavado
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traqueobrdonquico pela via nasotraqueal € eficaz na obtencdo de celularidade
dos segmentos mais distais do trato respiratério (MARCONDES et al., 2011).
Mensurar os neutréfilos ativados presentes nas vias aéreas e compara-
los com os do sangue periférico, em ovinos portadores de broncopneumonia,
contribuira para o entendimento da resposta inflamatéria frente a doenca nesta
espécie animal, pré-requisito necessario para o desenvolvimento de
ferramentas terapéuticas que amenizem ou evitem lesdes pulmonares durante
a broncopneumonia. Vale destacar a técnica do lavado traqueobrénquico como
ferramenta diagnostica bastante Gtil, de facil realizacdo e baixo custo que
podera contribuir para avaliar melhor a inflamacédo tecidual, bem como a

efetividade dos procedimentos terapéuticos e acuracia do prognostico.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Broncopneumonia em ovinos

As broncopneumonias resultam em prejuizos econdmicos significativos
por terem como caracteristicas as altas taxas de morbidade e mortalidade,
impacto na conversao alimentar levando a diminuicdo de crescimento e ganho
de peso, inviabilizacdo do consumo da carne e gastos com medicamentos e
assisténcia veterinaria (RUSVAI & FODOR, 1998). Na Nova Zelandia, as
perdas financeiras devido ao comprometimento pulmonar no rebanho ovino,
atingem US$ 32,4 milhdes (GOODWIN-RAY et al., 2008).

A prevaléncia da broncopneumonia € maior em animais jovens, sob
regimes de semiconfinamento ou confinamento total, condi¢cdes de
superlotacdo e sob situacbes estressantes, como transporte, tosquia e
mudancas térmicas bruscas (SMITH, 2006). No Brasil a doenca atinge maior
namero de animais durante os meses chuvosos de fevereiro a margo (ARAUJO
et al., 2004), embora Lacasta e colaboradores (2008) ndo tenham observado
influéncia significativa da estacdo do ano e da temperatura ambiental na
incidéncia dos quadros de broncopneumonia ovina, na Espanha.

A broncopneumonia nos ovinos € uma doenca multifatorial que ocorre
guando ha a combinacao de condi¢cdes ambientais desfavoraveis e praticas de
manejo inadequadas, que determinam falhas nos mecanismos de defesa dos
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animais e sobrecarregam os pulmdes (BROGDEN et al., 1998, SMITH, 2006).
As broncopneumonias de origem infecciosa séo as mais frequentes em ovinos
(PUGH, 2005) e os principais agentes envolvidos sdo: as bactérias —
Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida (PUGH, 2005; RADOSTITS et
al, 2002); os virus — Adenovirus Ovino 6 (AVO-6), Herpes Virus Ovino, Maedi-
Visna, Parainfluenza tipo 3 (PI-3) e Sincicial Respiratorio (VSR) (LEHMKUHL &
CUTLIP, 1981; PUGH, 2005); e os micoplasmas — M. arginini (PUGH, 2005) e
M. ovipneumoniae (TRIGO, 1987).

A doenca respiratoria se instala quando ha desequilibrio na triade de
interacdo: agente(s) infeccioso(s), sistema de defesa do hospedeiro e ambiente
(BOWLAND & SHEWEN, 2000; RADOSTITS et al., 2002) e é caracterizada por
alteracdo inflamatéria de brénquios, bronquiolos e parénquima pulmonar
(RADOSTITS et al., 2002).

De acordo com Goncgalves (1997), dentre os sinais clinicos relacionados
ao comprometimento das vias aéreas posteriores e parénquima pulmonar
incluem-se os obtidos:

= A inspecdo — tosse, corrimento nasal bilateral, aumento da frequéncia
respiratoria e dispneia;

= A palpacio — frémito traqueal, bronquial e pleural;

= A percuss&o pulmonar — sons submacicos ou macicos;

= A ausculta¢ido — aumento dos ruidos traqueobrénquico e broncoalveolar,
areas de siléncio, crepitacbes grossa e fina, roncos, sibilos e roce
pleural.

Essas manifestacBes clinicas dependem diretamente do grau de
comprometimento, portanto ndo necessariamente o animal apresentara todos
0s sinais, porém sabe-se que quanto mais associa¢cfes, maior é a gravidade do
processo (GONCALVES et al., 2001).

2.2 Resposta inflamatdria sistémica
A inflamacédo consiste de respostas vasculares, migracao e ativacéo de

leucécitos e reacgdes sistémicas (COELHO, 2002; ROBBINS et al., 2005). E

uma resposta de defesa do organismo que ocorre ap6s o dano celular que
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inclui a participacdo de diferentes tipos celulares, principalmente células com
funcao fagocitaria (RAHMAN & MACNEE, 2000).

A resposta inflamatéria é consequéncia da acdo conjunta dos
componentes efetores do sistema imune, que promovem a liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios durante uma agressao tecidual, seja ela
infecciosa ou ndo. Esta acdo resulta na liberacdo de inUmeras substancias,
como as citocinas que mediam a migracdo de neutrofilos e células
mononucleares até o sitio de inflamacédo desencadeando localmente os cinco
sinais classicos: rubor, edema, calor, dor e perda da fungdo (GONZALEZ et al.,
2007).

As alteracbes sistémicas desencadeadas durante a inflamacédo sé&o
devidas as citocinas, cuja producdo € estimulada por produtos bacterianos,
como os lipopolissacarideos (LPS), e clinicamente estédo relacionadas a febre,
aumentos da frequéncia cardiaca e da pressdo sanguinea, apatia, anorexia,
aumento das proteinas de fase aguda (PFAs) e leucocitose, entre outros
(ROBBINS et al., 2005).

As PFAs sao assim chamadas porque sua concentracdo plasmatica e
alterada rapidamente em processos inflamatoérios, traumas cirdrgicos e
estresse (JAIN, 1993). Embora sejam produzidas principalmente no figado,
estudos relatam a possibilidade de producéo extra-hepatica, como nos vasos
sanguineos, adipécitos e tecido mamario, e por neutrdfilos ativados e
macrofagos alveolares (ECKERSALL & BELL, 2010). O fibrinogénio € a
proteina mais empregada para avaliacdo da reacdo de fase aguda devido a
facilidade de mensuracdo. Nos ruminantes, é um excelente indicador devido a
grande capacidade de producdo desta espécie frente as enfermidades, sendo
considerada melhor que a leucometria como indicador da inflamagao (SILVA,
2012).

A hipertermia € a elevacao da temperatura corpérea e tem acdo benéfica
por estimular reacdes de defesa, como a producdo de anticorpos, mobilidade e
atividades bactericida e fagocitica de leucdcitos, e inibicdo do crescimento de
alguns microorganismos (FEITOSA, 2008). E induzida por pirégenos exdgenos
e mediada pelos pirbgenos enddégenos, sendo 0 mais importante destes, a
interleucina-1 (IL-1), produzida por mondcitos e macrofagos (RADOSTITIS et
al., 2007).

n
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A leucocitose € o aumento do numero de leucécitos na circulacéo
sanguinea, mensurada através do leucograma (KERR, 2003). O termo
leucécito inclui todas as células brancas e suas precursoras, portanto possuem
diferentes formas, origens e funcdes. De acordo com essas caracteristicas
podem ser divididos em duas categorias: os granulécitos que abrangem os
neutrdéfilos, eosinodfilos (polimorfonucleares - PMN) e os basofilos; e os
mononucleares, representados pelos linfocitos e mondcitos (KERR, 2003;
SMITH, 2006).

Os granulécitos e mondcitos desenvolvem-se na medula 6ssea a partir
de sequenciadas diferenciac6es de uma célula-tronco. Na primeira destas ha a
formacdo do mieloblasto que originara dois tipos celulares: o pr6-monécito que
dard origem ao mondcito; e o pré-granuldcito, que sequencialmente originara o
mielocito e o metamielocito que se diferencia em neutréfilo, eosinofilo ou
basofilo (KERR, 2003).

Os neutrdfilos sé@o células que apresentam diametro de 10 a 12um, um
Unico nucleo parcialmente segmentado que lhes conferem forma lobulada,
apresentando de 3 a 5 lobos. A cromatina € densa e o citoplasma pode possuir
granulacao fina e delicada (REAGAN et al., 1998; REBAR et al., 2003). Em
coloragbes do tipo Leishman, o citoplasma torna-se azulado e os granulos
roseos (KERR, 2003). Os neutro6filos imaturos sdo chamados de bastonetes e
ainda ndo possuem o0 nucleo lobulado; o surgimento das reentrancias
nucleares destas células ocorre conforme a maturagcéo, portanto as lobulacdes
do nudcleo representam envelhecimento celular (REAGAN et al., 1998; KERR,
2003). Tém a principal funcdo de fagocitar e destruir material estranho,
especialmente bactérias patogénicas. Os produtos bacterianos, as substancias
liberadas de linfocitos ativados (linfocinas), os macrofagos e as lesbes
celulares sao responsaveis pela atracdo de neutrofilos, que se movem por
guimiotaxia e se ligam a particula estranha. As opsoninas sdo componentes
proteicos do soro que se aderem as particulas estranhas e as tornam mais
suscetiveis a fagocitose (SMITH, 2006). S&do os leucécitos em maior
guantidade no sangue periférico das espécies domésticas, com excecdo dos
ruminantes (REAGAN et al., 1998).

Os eosindfilos de ruminantes possuem nucleo segmentado e varios
granulos arredondados e uniformes (REAGAN et al., 1998; THRALL, 2007)

12



Mayra Teixeira Alas Martins Revisdo de Literatura

contendo proteinas com propriedades citotoxicas (WELLER, 1984; VENGE,
1990; WELLER, 1991). Estes leucdécitos sdo 0os mais importantes no controle
das infeccdes parasitarias, mas fornecem pouca resisténcia do hospedeiro a
infeccéo bacteriana. Atuam na regulacdo das reacdes inflamatérias por meio da
inativacdo de histamina, leucotrienos, fator ativador de plaquetas e outros
mediadores quimicos envolvidos e também atuam nas reacdes alérgicas
regulando as respostas de hipersensibilidade tipo | (SMITH, 2006).

Os basofilos séao relativamente escassos no sangue, SGo maiores que
0s neutrofilos, apresentam nudcleos lobulados e possuem o citoplasma
preenchido com numerosos granulos (THRALL, 2007). O basoéfilo atua
semelhantemente ao mastdcito, ambos possuem substancias intragranulares
estocadas que mediam sua participacdo nos processos alérgicos e
inflamatorios. Tem como principal funcéo, iniciar a reacéo de hipersensibilidade
imediata por meio da secre¢do de mediadores vasoativos, incluindo histamina,
leucotrienos, fator de ativacéo de plagquetas e outros (SMITH, 2006).

Os linfécitos sao produzidos na medula 6ssea, linfonodos, timo, baco e
placas de Peyer (SMITH, 2006). Possuem nucleo de arredondado a oval,
guantidade minima de citoplasma claro e podem ter tamanhos variados
(THRALL, 2007). S0 os leucdcitos predominantes em ruminantes (REAGAN et
al., 1998). Os linfocitos T séo originados no timo e estdo em maior nimero que
os linfécitos B na circulagdo de animais de grande porte. Além de possuirem
funcdo citotoxica direta para destruir células estranhas desencadeando as
reacdes de hipersensibilidade tardia responsavel pela rejeicdo de enxertos e
tumores, fornecem resisténcia a determinados patégenos intracelulares. Ja os
linfécitos que derivam da medula 6ssea sdo chamados de células B e
transformam-se em plasmdcitos que, sob regulacdo dos linfocitos T, séo
responsaveis pela producao de anticorpos (SMITH, 2006).

Os mondcitos sao células grandes, de 15 a 20um de diametro, possuem
nacleo de formatos variaveis (oval, reniforme ou segmentado), cromatina
menos densa que a dos neutrdfilos e o citoplasma podendo conter granulos
extremamente finos (REAGAN et al., 1998; THRALL, 2007). Como ja citado,
sdo produzidos na medula 6ssea e liberados na circulagdo onde permanecem
por 1 a 3 dias, alcancando em seguida as cavidades e tecidos corporeos

transformando-se entdo em macrofagos, estes, possuem atividade fagocitica
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para remover tecidos mortos ou lesados, agdo antimicrobiana contra bactérias,
virus, fungos e protozoarios, reparo e modelagdo tecidual, e secrecdo de
monocinas, enzimas lisossémicas e fatores de coagulacéo (SMITH, 2006).

2.2.1 Hemograma e Leucograma

O hemograma incluindo a concentragdo de fibrinogénio, normalmente
revela achados inespecificos, mas pode ser (til na avaliacdo de casos com
suspeita de condi¢des inflamatorias (WILSON & LOFSTEDT, 2006). O
leucograma faz parte do hemograma e é realizado pela andlise quantitativa e
qualitativa dos leucdcitos do sangue periférico (KERR, 2003). Apesar de
fornecer informacdes valiosas sobre o estado geral e momentdneo da
producdo, distribuicdo e fisiopatologia leucocitaria, raramente é patognomonico
em determinada doenca, porém quando associado aos sinais clinicos auxilia na
avaliacdo da gravidade do processo instalado (LATIMER & MEYER, 1992).

O leucograma consiste na contagem dos leucdcitos, andlise diferencial e
morfolégica dessas células (SMITH, 2006). A contagem diferencial de
leucocitos pode ser apresentada como valor relativo, ou seja, em porcentagem
(%) ou valor absoluto, em numero de células por microlitro (ul) de sangue. Esta
ultima deve, preferencialmente, ser usada na interpretacédo do exame.

Para Goncgalves (2004), o leucograma fornece informacdes
esclarecedoras, principalmente no sentido de indicar se a alteracéo respiratoria
€ infecciosa ou ndo. As infec¢des virais agudas frequentemente induzem a
anemia e leucopenia transitoria, predominantemente linfopenia, seguida por
monocitose, durante a recuperacdo. A neutrofilia e a hiperfibrinogenemia séao
caracteristicas de muitas condi¢cdes inflamatérias, mas geralmente sdo mais
marcantes no diagnéstico de uma infeccéo bacteriana ou nas pneumonias por
aspiracédo (WILSON & LOFSTEDT, 2006).

Pacientes com doenca respiratéria infecciosa crénica podem apresentar
leucocitose por neutrofilia, hiperfibrinogenemia, anemia, e, muitas vezes,
hiperproteinemia devido a hiperglobulinemia (PUSTERLA et al., 2006).

Vale ressaltar que os bovinos e 0s ovinos apresentam fisiologicamente
namero de linfécitos maior que de neutréfilos (SMITH, 2006). Nos quadros de
resposta infamatéria aguda em ruminantes, geralmente acompanhada a

leucocitose neutrofilica ha linfopenia. Fato que estd mais associado a
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recuperacéao destas células da circulacao para os tecidos linféides por acéo das
citocinas, do que por sua acao em debelar a infeccdo (JAIN, 1993).

Jain (1993) descreve que em ruminantes, a leucocitose com aumento do
namero de mondcitos indica maior severidade e duracdo do processo
inflamatorio instalado, caracterizando cronificacdo da broncopneumonia.

Pouco se tem na literatura sobre o leucograma de ovinos com
broncopneumonia, porém, correlacionando os dados de Silva (2012) com
estudos realizados em bovinos, pode se concluir que a leucocitose por
neutrofilia € compativel com a doenca, especialmente em quadros agudos.

A eosinofilia pode ser indicativa de intensa parasitose (BUDDLE et al.,
1992). Quando esta hipétese € descartada nos animais com sintomatologia de
comprometimento respiratério o aumento no namero de eosindfilos, pode ser
devido a outros processos compativeis com ativacao e degranulacéo deste tipo
celular mediada por imunocomplexos (SILVA, 2012).

2.3 Mecanismos de defesa e resposta inflamat6oria pulmonar

O risco de uma infeccdo respiratéria esta associado a habilidade dos
patbgenos terem acesso a superficie do epitélio respiratorio e,
posteriormente, estabelecer a infecg¢éo invasiva (WELSH & MASON, 2001). O
trato respiratério tem como principal funcéo a interface entre o hospedeiro e o
meio ambiente e, devido a grande area de contato com o meio externo, €
continuamente exposto auma diversificada gama de microorganismos,
particulas organicas e inorganicas (ZHANG et al., 2000; BOYTON &
OPENSHAW, 2002; HAPPEL et al., 2004; PILETTE et al., 2004, MASON &
NELSON, 2005; ZAAS & SCHWARTZ, 2005). Além disso, existe a
possibilidade da ascensdo de patégenos até o aparelho respiratério por via
hematégena, em funcdo da grande extensdo da superficie para as trocas
gasosas (WELSH & MASON, 2001; COHN & REINERO, 2007).

A fim de proteger o trato respiratorio do hospedeiro contra estes desafios
recorrentes e eliminar qualquer particula que tenha acesso as vias aéreas
posteriores, um complexo e robusto sistema de defesa foi desenvolvido
(ZHANG et al., 2000; BOYTON & OPENSHAW, 2002; HAPPEL et al., 2004;
MASON & NELSON, 2005). Esse sistema de defesa conta com mecanismos
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gue representam uma adaptacado mais avancada aos agentes infecciosos ou a
uma situacdo especifica, sendo alguns deles semelhantes aos observados em
outros sistemas do organismo animal, como o de limpeza mucociliar, enquanto
outros sao encontrados exclusivamente no trato respiratorio, como os reflexos
da tosse e espirro, anatomia sinuosa das vias aéreas e a filtracdo aerodinamica
(HAPPEL et al., 2004; ZAAS & SCHWARTZ, 2005; COHN & REINERO, 2007).
Esses mecanismos de defesa aparecem ordenados e podem atuar em
conjunto ou em sequéncia (BEVINS, 1999).

A tosse € um reflexo iniciado por estimulos irritativos em receptores
subepiteliais distribuidos em grande nimero nas vias aéreas anteriores, desde
a laringe até a bifurcacdo dos brénquios principais. Esses receptores podem
ser estimulados por agentes quimicos (gases), mecanicos (secrec¢des, Corpos
estranhos), térmicos (ar frio, mudancas bruscas de temperatura) e inflamatorios
(mediadores quimicos) (HARADA & REPINE, 1985; NICOD, 1999).
Os impulsos aferentes provenientes das vias aéreas passam principalmente
pelo nervo vago e dirigem-se para o “centro da tosse” no bulbo, onde é
desencadeada uma sequencia automatica de eventos pelos circuitos
neuronais, que culmina com a expulsao subita e forcada de ar dos pulmdes
(CUNNINGHAN, 1999).

A reposta imune inata também desempenha papel fundamental na
defesa das vias aéreas, principalmente contra agentes patogénicos (ZAAS &
SCHWARTZ, 2005). No aparelho respiratério a resposta imune inata esta
sempre ativa e € imediatamente responsiva, pronta para reconhecer e inativar
particulas que penetram as vias aéreas. E constituida por uma série de eventos
e substancias que serdo ativados independentemente das caracteristicas do
agente infectante e com base no reconhecimento de sitios comuns aos
diferentes patdgenos, portanto, ndo necessitam de sensibilizacdo prévia.
Contudo, ndo confere nenhuma protecéo futura (NELSON & SUMMER, 1998;
SCHUTTE & McCRAY, 2002; HAPPEL et al., 2004; ZAAS & SCHWARTZ,
2005; COHN & REINERO, 2007). Integram esse sistema barreiras fisicas
(epitélio respiratorio), humorais (complemento, citocinas e moléculas
antimicrobianas) e celulares (macréfagos alveolares, polimorfonucleares e
células imunes efetoras) (NELSON & SUMMER, 1998; BEVINS, 1999; TRAVIS
et al., 2001; HAPPEL et al., 2004).

16



Mayra Teixeira Alas Martins Revisdo de Literatura

Como os mecanismos de defesa do aparelho respiratério e a resposta
imune inata desenvolvem-se e atuam independentemente da presenca de
infeccbes e ndo sao providos de especificidade para um determinado
microorganismo, s&o considerados a primeira linha de defesa do trato
respiratorio (NELSON & SUMMER, 1998; BEVINS, 1999; TRAVIS et al., 2001;
HAPPEL et al., 2004).

Contudo, a insuficiéncia ou dano desses sistemas pode levar a
progressdo de agentes patogénicos em numero suficiente para estabelecer
uma infeccdo (PILETTE et al., 2004; MASON & NELSON, 2005). Os
mecanismos de defesa celular participam da fagocitose de particulas e reacdes
imunolégicas para combater esses agentes (HARADA & REPINE, 1985;
MASON & NELSON, 1999; MASON & NELSON, 2005). Fazem parte da defesa
inata celular, células fagociticas (macréfagos alveolares) e células imunes
efetoras (células dendriticas e natural killer) presentes na luz dos alvéolos
(SCHUTTE & McCRAY, 2002).

Devido a sua localizagéo no tecido alveolar, o macréfago alveolar (MA) é
a primeira linha de defesa celular contra particulas e microorganismos
infecciosos que penetram profundamente nos pulmdes (ZHANG et al., 2000;
VALDIVIA-ARENAS et al., 2007). Constituindo cerca de 80% a 90% das células
observadas no liquido que recobre as vias aéreas de animais higidos, os MAs
podem permanecer livres na luz alveolar ou presentes no intersticio (LIGGITT,
1985; GILLES & AZEVEDO NETO, 1987; MOREIRA & LEITE, 1991; HAPPEL
et al., 2004). Os MAs possuem multiplas fun¢cdes como: iniciacdo e modulagéo
da reposta inflamatéria pela liberacdo de mediadores quimicos, como as
citocinas; acado bactericida por sua capacidade fagocitica e pela producdo de
lisozima e defensinas; producdo de componentes do complemento que
facilitam a opsonizagdo de microorganismos; e envolvimento na remodelagéo e
reparacao pulmonar (NICOD, 1999).

A fagocitose é um evento complexo que envolve, no minimo, o
reconhecimento de uma particula pela superficie dos MAs e sua ligacao a esse
material, seguido da sua ‘ingestdo”. A superficie altamente complexa da
membrana dos MAs fornece extensa area para a fixacdo (LIGGITT, 1985;
HAPPEL et al., 2004). Embora a adesdo de macr6fagos aos antigenos possa

ocorrer aleatoriamente, esta ligacdo é facilitada pela presenca de receptores
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especificos sobre os macrofagos (DeLONG & KOTLOFF, 2000; WELSH &
MASON, 2001; HAPPEL et al., 2004; COHN & REINERO, 2007; VALDIVIA-
ARENAS et al., 2007). Cabe ressaltar que a ligagdo do MA ao microorganismo
e até mesmo a fagocitose ocorrem de forma mais eficiente quando o antigeno
€ opsonizado, seja por componentes do complemento ou pela imunoglobulina
G (IgG) (HARADA & REPINE, 1985; DeLONG & KOTLOFF, 2000).

Em comparacdo com os mondcitos do sangue, os MAs demonstram
maior capacidade de fagocitar particulas e menor potencial de exploséo
respiratoria. Esta diferenca pode ter evoluido em parte para limitar uma
resposta inflamatéria exagerada, o0 que poderia comprometer o trato
respiratério posterior (DeLONG & KOTLOFF, 2000).

A defesa fagocitaria dos MAs € essencial para a depuracao diaria de
pequenos desafios microbianos. Contudo, quando os patdgenos invasores sao
muito virulentos ou representam uma carga demasiadamente grande, essas
células liberam mediadores quimicos que orquestram o recrutamento de um
grande numero de leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) em direcdo ao espaco
alveolar. Estes PMNs recrutados fornecem capacidade fagocitica auxiliar e sdo
criticos para a erradicacdo efetiva dos patogenos invasores (NELSON &
SUMMER, 1998; MOREIRA & LEITE 1991; DeLONG & KOTLOFF, 2000;
ZHANG et al., 2000; WELSH & MASON, 2001).

Os PMNSs, figurados no trato respiratorio principalmente por neutrofilos e
eosindfilos, representam a maior populacéo de fagocitos intravasculares e sao
essenciais na defesa contra muitas infeccbes bacterianas e outros
microorganismos. Estes fagdcitos patrulham a circulagdo periférica e
rapidamente migram para os sitios de infeccdo em resposta a varios estimulos
inflamatorios, incluindo compostos derivados de microorganismos e
mediadores quimicos liberados por células e tecido (ZHANG et al., 2000;
HAPPEL et al., 2004).

Os eosindfilos sdo menos comumente recrutados para o pulmdo para
fins de fagocitose e de atividade antimicrobiana. Eles demonstram maior
importancia na defesa contra infec¢des parasitarias (NICOD, 1999; DeLONG &
KOTLOFF, 2000).

Os neutrdéfilos sdo os PMN em maior quantidade na circulacédo e cerca
de 40% permanecem agrupados na parede dos vasos pulmonares (pool
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marginal) (MURPHY & FLORMAN, 1983; NICOD, 1999). Em estados
pulmonares normais poucos neutréfilos sdo observados no espaco alveolar,
porém, na presenca de infeccdo e inflamacdo pulmonar sdo prontamente
recrutados (GOLDSTEIN & SHAK, 1994; DeLONG & KOTLOFF, 2000; ZHANG
et al., 2000; HAPPEL et al., 2004), tornando-se funcionalmente ativos. Sua
atividade fagocitica € maior do que a dos MAs (MURPHY & FLORMAN, 1983)
e destroem o agente por degranulacdo de seus lisossomas e acao de radicais
livres e H,O, gerados por queima respiratéria nao mitocondrial (GOLDSTEIN &
SHAK, 1994). As substancias presentes nos granulos neutrofilicos sao
poderosos compostos antimicrobianos que possuem atividade contra a maioria
das espécies de microorganismos (NELSON & SUMMER, 1998; NICOD, 1999;
DeLONG & KOTLOFF, 2000; ZHANG et al., 2000; HAPPEL et al., 2004).

2.4 Metabolismo oxidativo de neutréfilos

Os mecanismos antibacterianos dos neutréfilos séo classificados em
dependentes e independentes de oxigénio. O mecanismo dependente de
oxigénio é iniciado pela fagocitose ou por disturbios na membrana da célula e
envolvem uma série de reacdes com producdo de espécies reativas de
oxigénio, que interagem com outras substancias ou atuam diretamente sobre
as bactérias. A ativagdo do metabolismo oxidativo de neutrofilos € modulada
por varios mediadores inflamatérios como o peptideo N-formilado, os
leucotrienos, o fator ativador de plaquetas, o fator estimulante de coldnias de
granuldcitos (G-CSF), fator estimulador de colénias granulécito-mondcito (GM-
CSF), o interferon-y e o fator de necrose tumoral (TNF). Nas reacgdes
inflamatdrias os mondcitos e/ou linfécitos ativados secretam varias citocinas,
como interleucina-1 (IL-1), o TNF e o interferon-y que estimulam as células
endoteliais e/ou fibroblastos a secretarem os fatores estimuladores de coldnias
(G-CFS e GM-CFS), que ativam os neutrdfilos. Outros estimulos envolvidos no
disparo de explosdo respiratéria sdo as particulas opsonizadas, alguns
componentes do complemento, a imunoglobulina G (IgG), a concavalina A e a
fosfolipase C (STYRT, 1989).

A adenina nicotinamina dinucleotideo fosfato ligada a membrana

(NADPH oxidase) é uma enzima que cataliza a producéo do superoxido e, por
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meio do seu complexo, ativa os neutrofilos que estdo em contato com
microorganismos fornecendo-lhes agentes bactericidas, viricidas e fungicidas
(BABIOR, 2004). Estima-se que aproximadamente 1 a 4% do oxigénio que
reage na explosdo respiratéria leva a formacdo do radical superoxido
(KANNAN & JAIN, 2000).

A ativacdo da NADPH oxidase depende da interacdo do citocromo b
associado a membrana e de outras proteinas localizadas no interior da célula.
Sob estimulo, as proteinas do citosol sdo transportadas para a membrana e
completam o sistema NADPH oxidase. O sistema NADPH oxidase catalisa a
reacdo de reducdao do oxigénio molecular (O;) para anion superéxido (Oy),
determinando rapido aumento da atividade da oxidase causando uma exploséo
respiratéria no consumo de oxigénio (“respiratory burst’). As reacbes da
explosdo respiratéria produzem derivados toxicos do oxigénio no vacuolo
fagocitico. Porém, esta reacdo é dependente de uma continua reducdo do
NADP para suprir o elétron receptor NADPH na reducdo do oxigénio (O,) para
anion superoxido (Oz). O NADPH é suprido por um aumento no metabolismo
da glicose através da via da hexose monofosfato. Apos o anion superoxido
(O2) ser produzido, ele é rapidamente transformado em perdxido de hidrogénio
(H202). O anion superéxido (O,) e o peréxido de hidrogénio (H.O;) geram
hidroxila (OH") e o oxigénio (O2) (KANEKO et al., 1997).

Os neutréfilos tém papel fundamental na fagocitose e morte de
bactérias. Durante a fagocitose ocorre a ativacdo do metabolismo oxidativo que
leva a um aumento no consumo de oxigénio pelos neutréfilos, gerando
substancias altamente oxidantes (radical superéxido e peroxidos). Esses
produtos oxigenados gerados sdo de extrema importancia para a funcao
bactericida dos neutr6filos e possuem papel fundamental na destruicdo do
tecido inflamatorio, uma vez que essas formas reativas de oxigénio provocam
reacdes secundarias capazes de destruir bactérias e outras células (BABIOR,
1978; ZINKL & KABBUR, 1997).

Embora metabdlitos de oxigénio gerados pelos neutréfilos sejam
necessarios para o mecanismo de defesa antimicrobiano, estes radicais livres
produzidos podem lesar o neutréfilo e o tecido ao seu redor (WEISS &
LOBUGLIO, 1982). Os radicais livres produzidos podem induzir a peroxidacao
de lipidios na membrana do eritr6cito, que diminui sua capacidade de
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deformabilidade, sendo removidos da circulacdo precocemente (PFAPPEROTT
et al., 1982; CLASTER et al., 1984). Segundo WEISS e KLAUSNER (1988) os
radicais livres ainda podem modificar a estrutura antigénica da membrana do
eritrocito, o que permite a ligacdo de imunoglobulinas resultando em destruicao
eritrocitaria.

Existem varios métodos de avaliacdo do metabolismo oxidativo dos
neutréfilos, dentre eles estdo: a determinacdo do consumo de oxigénio,
reducdo do ferricitocromo C, quimioluminescéncia, determinacdo da atividade
da mieloperoxidase, habilidade de iodinacdo, determinacdo da 2,7-
diclorofluoresceina por citometria de fluxo, sendo o teste de reducdo do
Tetrazélio Nitroazul (NBT) um dos mais indicados (BAEHNER & NATHAN,
1968). A mensuragdo quantitativa do metabolismo oxidativo foi dificultada em
alguns testes, como a quimioluminescéncia e a reducao do citocromo C por
serem complicados e trabalhosos (RICHARDSON et al., 1998).

Nas Ultimas décadas a citometria de fluxo foi desenvolvida para
identificar os produtos do metabolismo oxidativo, sendo uma metodologia mais
simples e capaz de mensurar a atividade de centenas de neutréfilos em um

periodo muito curto de tempo (BASS et al., 1983).

2.4.1 Avaliagdo do metabolismo oxidativo de neutrdfilos por meio do
teste de reducao do Tetrazdlio Nitroazul (NBT)

O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos pode ser avaliado pelo teste de
reducdo do NBT a formazan (MILLER & KAPLAN, 1970). Este teste foi
considerado como de triagem em hospitais (SARA & DWARAKNATH, 1977),
amplamente utilizado para o diagndstico de doenca granulomatosa cronica em
criancas (MILLER & KAPLAN, 1970), malaria, micoplasmose, meningite viral,
extremamente Util na determinacdo de defeitos na explosédo respiratéria em
pacientes com infec¢des cronicas recorrentes (BABIOR, 1978) e avaliagdo da
atividade bactericida do neutréfilo (ROTH et al., 1983).

Segundo Wintrobe (1939), o teste do NBT € mais confiavel que a
contagem total de leucécitos como indicativo de infeccdo bacteriana, uma vez
gue, condi¢cBes de estresse também podem levar a um quadro de leucocitose.
Ja4 as modificacdes enziméticas detectadas na reacdo do teste NBT, que
aparecem durante as infec¢cbes, sédo independentes de leucocitose (BEISEL,
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1967; FEIGIN et al, 1971). Em um trabalho publicado por Feigin e
colaboradores (1971), pacientes com infec¢des bacterianas tiveram depdésitos
de formazan aumentados quando comparados com individuos sadios ou com
outras enfermidades de origem ndo bacteriana, o que faz do teste do NBT um
método simples para avaliar a capacidade bactericida dos neutrofilos. Além
disso, auxilia no progndstico das doencas infecciosas, através da avaliacdo e
acompanhamento da eficiéncia da terapia antimicrobiana (FEIGIN et al, 1971).

O microrganismo invasor é rodeado pelos pseuddpodes dos neutrofilos,
formando um fagossomo. Logo em seguida o0s granulos presentes no
citoplasma dos neutrdfilos fundem suas membranas com aquelas do
fagossomo de modo que possam liberar seu conteddo no interior do fagossomo
e destruir o agente invasor por meio de enzimas lisossomais e agentes
oxidantes (JANEWAY et al., 2007). Durante este processo ha aumento no
consumo de oxigénio em aproximadamente 200 vezes (BABIOR, 2004) e de
acordo com Ferreira e Matsubara (1997), em condi¢des fisiolégicas do
metabolismo celular aerdébio, o oxigénio que sofre reducdo formando agua
(H20), produz as EROs: O, hidroperoxila (HO;), OH’, H,O, e 0os compostos
halogenados: HCIO e HBrO.

Por serem consideradas espécies altamente reativas, as EROs sé&o
liberadas primariamente no interior dos fagossomos, onde se combinam
rapidamente com as proteinas microbianas e lipideos resultando na oxidagao
dos mesmos.

O NBT é um corante supravital amarelo claro que quando adicionado a
uma suspensao de neutréfilos entra no vacuolo fagocitico junto com a particula
ingerida. No vacuolo fagocitico, o corante é reduzido pelo anion superéxido a
um precipitado insolivel de coloracdo azul enegrecida conhecido como
formazan (NATHAN, 1974). Dessa maneira, constituindo-se um método rapido,
simples, que nao requer isolamento celular e de baixo custo, presta-se muito
bem a avaliagdo do metabolismo oxidativo dos fagdcitos (GORDON et al.,
1973).

O teste do NBT pode ser considerado como mensuracdo indireta da
atividade microbicida dependente de oxigénio dos neutréfilos (GORDON et al.,
1975; FELDMAN et al, 2000) e pode ser avaliado por meio da microscopia
Optica ou por espectrofotometria (METCALF et al., 1986). A reducao do corante
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pode ser avaliada ao visibilizar, & microscopia optica, as células redutoras que
apresentam precipitado intracitoplasmatico de azul escuro a enegrecido, e
assim determinar o percentual de positivas (CIARLINI, 1997). Nesta avaliagéo,
a localizacdo do formazan é muito heterogénea, podendo apresentar-se ligado
a membrana da célula ou no interior dos fagocitos (NATHAN, 1974). Os
depositos de formazan podem ser reconhecidos de duas formas: um Unico e
grande depésito de coloracdo negra localizada no citoplasma de células
ativadas, representando o vacuolo fagocitico, ou como mdaltiplas manchas
negras distribuidas aleatoriamente no citoplasma da célula. Aglomerados e
sobreposicdes de plaquetas e neutréfilos podem dificultar a identificacdo do
formazan (NATHAN, 1974).

Park e Good (1970), com o0 objetivo de evitar resultados falsos
negativos, desenvolveram uma técnica que avalia a capacidade do neutrofilo
em reduzir o NBT na presenca de um estimulante & base de extrato bacteriano
inativado, conhecido como teste estimulado de reducdo do NBT (NBT- E). O
teste do NBT-E distinguem os resultados falsos negativos devido a defeitos
metabolicos dos resultados verdadeiramente negativos associados com a
auséncia de infeccdo bacteriana ativa. A extensdo da producdo do formazan
pelo fagécito em repouso € muito menor do que aquela observada durante a
fagocitose.

Na Medicina Veterinaria, Poli e colaboradores (1973) foram os primeiros
a utilizarem o teste de NBT em cées com doencas bacterianas e desde entao,
o teste foi utilizado em diversas situacfes e diferentes espécies de animais de
grande porte, por Ciarlini e colaboradores (1997) e Laposy e colaboradores
(2000) em equinos, Borges (1998), Amorim (2002) em bovinos, Lopes e
colaboradores (2003) em caprinos e Ciarlini (1998) em ovinos.

2.5 Recuperacdao e analise de amostras traqueal, brénquica e alveolar

2.5.1 Métodos de colheita das amostras

Diariamente, os profissionais da area clinica buscam o diagndstico de
doencas através dos exames fisicos e complementares (MEDRONHO, 2004),
porém a confiabilidade dos resultados e a interpretacdo adequada sao
importantes (FRANCO & PASSOS, 2005). Atualmente, a utilizagdo dessas
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técnicas é justificada por oferecer diagndstico rapido e resultados confiaveis
(GONCALVES, 1997).

Primeiramente, na Medicina, a aspiracdo traqueal foi introduzida como
método de colheita de amostras do trato respiratorio para analises bacterianas
e citologicas (PECORA, 1959) e desde a década de 70 vem sendo utilizada na
Medicina Veterinaria. Sao procedimentos comumente utilizados para avaliacdo
do trato respiratério posterior para, através do exame citoldgico de material
obtido das vias aéreas posteriores, ser possivel determinar a causa da doenca
pulmonar, especialmente quando outras técnicas falham (RAKICH & LATIMER,
1989).

A técnica foi adaptada para equinos por Mansmann e Knight (1972) e,
mais tarde, Beech (1975) sugeriu que a citologia dessas amostras poderia ser
utilizada na avaliacdo de cavalos com doencas respiratorias croénicas
(HOFFMAN & VIEL, 1997) com boa correlacéo entre a citologia e a histologia
pulmonar nesses animais (WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al.,
1989).

A aspiracdo de secrecdes traqueais para as analises citologica e
microbiolégica pode ser realizada de maneira transtraqueal, pela via
percutanea ou via canal de biopsia durante a avaliacdo endoscépica. Ambas
sdo relativamente faceis de serem executadas a campo (HELSON & VIEL,
2002).

O lavado traqueobrdnquico realizado através de traqueocentese é
realizado sob rigorosas medidas de antissepsia. E obtido com a perfuracio
com uma agulha grossa (60x30-40) entre os anéis traqueais na regido média
do pescoco e cranial a bifurcacdo do musculo esternocefalico e passagem de
um cateter de polietileno, atingindo assim o lumen traqueal. Feito isso, injeta-se
de 20 a 100 ml de solucédo fisiologica estéril, aspirando-a em seguida. O
material obtido pode ser encaminhado para exame citolégico e/ou
microbiolégico (GONCALVES 1987; GONCALVES et al., 1990; FERNANDES
et al., 2000; HEWSON & VIEL, 2002; ZINKL, 2002).

A técnica transtraqueal possui a vantagem da ndo contaminacdo da
amostra por microrganismos da flora comensal da nasofaringe, diferentemente
das amostras coletadas com a passagem do endoscépio pela cavidade nasal e
porcao anterior do trato respiratério (HEWSON & VIEL, 2002). Mas apresentam
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0 risco, como consequéncias de laceracdo dos anéis traqueais, de estenose
traqueal, condromas (BEECH, 1991), enfisema subcutaneo, celulite no local da
incisdo e risco de ruptura do cateter com progressdo de pedacos para dentro
da traqueia (Wilkins et al., 2006).

Goncalves (1987) e Barros e colaboradores (1994), ao trabalharem com
lavado traqueal por traqueocentese em bezerros sadios e portadores de
broncopneumonia bacteriana, verificaram que esse recurso diagnéstico
contribuiu para identificar a etiologia e estabeleceram o baixo risco dessa
técnica, ressaltando a facilidade de aplicacdo do método pelos profissionais no
campo.

Ambas as técnicas auxiliam o clinico tanto na realizacdo do diagndstico
como no estabelecimento do prognostico. Fornecem acesso ao trato
respiratorio posterior, permitindo a colheita de células, de material para cultura
microbioldgica e exames imuno-histoquimicos, facilitando o diagnéstico do
agente causal (GONCALVES et al., 2004).

Segundo Goncgalves (1997), os métodos de colheita do lavado
tragueobronquico devem obedecer a alguns preceitos metodoldgicos, tanto na
realizacdo, quanto no processamento do liquido obtido. A técnica ndo pode ser
de dificil execucao, deve ser barata, segura e desenvolvida de tal maneira, que
permita 0 emprego a campo pelos médicos veterinarios. O liquido do lavado
tem que ser rico em células e ser representativo das regiées mais profundas do
pulmdo (ZINKL, 2002). A sondagem nasotraqueal surgiu como método
alternativo, com custo menor que a endoscopia (GONCALVES, 1997) e menos
traumatica que a traqueocentese.

O LTB por via nasotraqueal pode ser realizado com o animal em posi¢cao
guadrupedal e a cabeca e pescoco estendidos. A sondagem é realizada com
tubo guia siliconizado, introduzido através da narina e direcionado até a por¢ao
mais baixa da traqueia. Por dentro desse tubo, destinada a infusdo e aspiracao
do contetdo, uma sonda de polietileno é introduzida (GONCALVES, 2004).
Fernandes e colaboradores (2000) e Hewson e Viel (2002) descrevem infusdes
de aliquotas estéreis de 60 ml de solucdo salina 0,9% ou solucédo fosfatada
salina tamponada (PBS).

Esta técnica foi utilizada em bezerros e mais indicada para realizacao de
citologia, tendo em vista a possibilidade de contaminacdo do material com
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secrecOes do trato respiratério anterior (GONCALVES, 2004). Apesar de nao
explorada em ovinos, Marcondes e colaboradores (2011) provaram que a
metodologia descrita anteriormente mostrou-se eficiente na obtengdo de
amostras das vias aéreas distais, com representatividade celular da regido
broncopulmonar a semelhanca das demais espécies estudadas (GONCALVES,
1997; FERNANDES et al., 2000; GONCALVES et al., 2004).

Segundo Wilson e Lofstedt (2006), o LBA € a técnica mais conveniente
para avaliacdo da doenca pulmonar difusa. A maior vantagem do lavado
broncoalveolar é a obtencdo de células locais do trato respiratério posterior e
consequente boa correlagdo com a avaliacdo histopatoldgica pulmonar. O
aspirado traqueal € um método de avaliagdo menos sensivel (MANSMANN &
KING, 1998).

A técnica do LBA envolve aceso as vias aéreas posteriores atraves de
um endoscépio ou cateter que tenha sido passado traqueia abaixo e se
encaixado em um brénquio. Dependendo da vigorosidade da lavagem, seu
volume e da progressdo ou ndo do cateter até as vias aéreas menores, 0
método produz amostras de lavado bronquial ou broncoalveolar (SPEIRS,
1997).

No entanto, uma vez que o liquido é instilado em uma regiéo limitada do
pulmédo, nos casos em que as lesdes estdo localizadas longe de onde a
colheita é feita, o resultado ndo é representativo (SPEIRS, 1997). Para
contornar isso, a coleta através da endoscopia permite a visualizacdo das
estruturas do trato respiratério e direcionamento da sonda para o lobo
pulmonar mais afetado (HEWSON & VIEL, 2002).

Goncalves e colaboradores (2004) mencionam que Sao essenciais a
especificacdo precisa dos aspectos avaliados e 0 reconhecimento das
limitac6es metodoldgicas que possam interferir nos resultados, pois a literatura
apresenta varios resultados citolégicos de lavados pulmonares de animais
sadios e doentes bastante variados. A metodologia de colheita e as condicbes
patolégicas nem sempre uniformes dificultam a comparacdo dos achados e,
por consequéncia, a diferenciacdo entre o normal e o alterado.

Independente da técnica utilizada e das controvérsias assinaladas, a
citologia do liquido que recobre as vias aéreas apresenta boa aceitacdo no
auxilio diagnostico, ndo s6 pela confirmacdo etiolégica e diferenciacao
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prognostica das broncopneumonias, como também pela relacdo com achados
histopatoldgicos (LARSON & BUSH, 1985).

2.5.2 Estudo citoldgico das amostras

A analise citologica do liquido obtido pelo lavado traqueobrénquico €
extremamente valiosa na diferenciacao dos processos infecciosos, alérgicos,
parasitarios e neoplasicos. O diagnéstico citoldgico é realizado pela contagem
global e a avaliagéo dos tipos celulares (BEECH, 1981; WHITWELL & GREET,
1984; STOBER, 1993). Além das contagens totais e diferenciais, devem ser
levadas em consideracao as alteracdes morfoldgicas celulares e a presenca de
vacuolizacbes citoplasmaticas, bactérias, fungos e muco. O aumento
significativo de um tipo celular ou a presenca de determinadas alteraces
morfologicas pode ser indicativo do agente causador da doenca respiratoria
(WHITWEEL & GREET, 1984), e a contagem diferencial apresenta maior valor
diagnéstico do que a contagem total de células (ZINKL, 2002).

Em animais clinicamente sadios, os macréfagos alveolares predominam
no lavado traqueobrdnquico. J& em animais doentes, ocorre substituicdo destas
células por outras, envolvidas com mecanismos secundarios de defesa
pulmonar (COHEN & ROSSI, 1983; REYNOLDS, 1983; WALKER et al., 1985;
LEID & POTTER, 1985). Os agentes infecciosos frequentemente causam
reducdo do nimero de macréfagos no lavado (SLAUSON et al., 1987), e, como
a reacdo inflamatoria local no pulmédo estimula a migracdo quimiotaxica de
neutrofilos (GONCALVES, 1997; MARCONDES et al., 2011), ha predominancia
desse tipo celular.

Em cavalos sadios, a lavagem traqueal por via transtraqueal é
caracterizada, principalmente, por células epiteliais cilindricas, ciliadas e néo
ciliadas, e macrofagos alveolares. Neutréfilos e linfécitos também podem ser
encontrados em pequena quantidade (MANSMANN & KNIGHT, 1972; ZINKL,
2002). Na lavagem broncoalveolar, a constituicdo celular difere de modo
significativo da transtraqueal, apresentando predominio de macréfagos (60% -
80%) com poucas células epiteliais cilindricas ciliadas (MAIR et al., 1987;
DERKSEN et al., 1989; ZINKL, 2002), moderado numero de linfécitos (20% -
30%), poucos neutrdfilos (<5%) e raros mastoécitos (<2%) (ZINKL, 2002).
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Fernandes e colaboradores (2000), também realizando estudos
comparativos dos exames citolégicos obtidos de amostras de LTB e LBA de
cavalos clinicamente sadios, encontraram diferencas significativas na
contagem de macrofagos (81,52% e 54,78%) e linfécitos (2,91% e 33,70%),
respectivamente. Para os demais tipos celulares, neutroéfilos (8,92% e 9,76%),
eosindfilos (0,76% e 0,98%) e mastécitos (0,15% e 0,78%), as contagens entre
os LTB e LBA foram semelhantes e em pequenas quantidades. Os autores
relatam que somente no LTB foram encontradas células epiteliais cilindricas
(5,51%) e células produtoras de muco (0,23%), corroborando com Mansmann e
Knight (1972).

Gongalves e colaboradores (2004) avaliando a técnica de lavagem
traqueobronquica por sondagem nasotraqueal e caracterizando a populacdo
celular em bezerros clinicamente sadios, observaram que a celularidade do
lavado traqueobrénquico revelou pequena variacdo no numero total de células,
atingindo um maximo de 185.000 células por mililitro, sendo a média
encontrada de 133.750 = 51.496,36; e na contagem diferencial, o LTB
caracterizou-se por alta porcentagem de macrofagos (77,2%), seguida por
células epiteliais cilindricas (14,9%), neutréfilos (6,0%) e linfocitos (1,8%), e
auséncia de eosindfilos.

A técnica do lavado tragueobrénquico em ovinos € eficaz na obtencédo
de células. Burrels e Williams (1987) detectaram predominio de macréfagos,
seguido por linfécitos e eosinodfilos em lavados broncoalveolares por
endoscopia e em lavado total de pulmdo de ovinos abatidos. Marcondes e
colaboradores (2011) afirmaram que em ovinos sadios, a semelhanca dos
bovinos, ha predominio de macrofagos, seguido por células epiteliais
cilindricas, neutréfilos e linfécitos. Ja nos animais portadores de
broncopneumonia, observou reducdo de macrofagos e tendéncia ao aumento

de neutrofilos.
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3. Objetivos

Em ovinos clinicamente sadios e portadores de broncopneumonia:

Determinar a gravidade da broncopneumonia pela associacao dos sinais

clinicos a citologia traqueobrénquica;

Aferir, pelas provas de reducdo do Tetrazoélio Nitroazul, a porcentagem
de neutréfilos ativados no sangue periférico e no lavado

traqueobrdnquico;

Correlacionar a concentragdo de neutréfilos ativados no sangue e no

recuperado no lavado traqueobrdonquico;

Comparar os resultados dos testes de reducdo do Tetrazélio Nitroazul

com a gravidade da broncopneumonia;

Comparar os dados dos ovinos sadios com os portadores de

broncopneumonia moderada e grave;

Estudar a relacdo da severidade da broncopneumonia a intensidade da
resposta inflamatéria e alteracbes da celularidade do lavado

tragqueobrdnquico e sistémica.
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4. Material e Métodos

4.1. Selegdo dos Animais

Foram utilizados 50 ovinos independentes de raca, sexo e estacdo do
ano, com idade de até um ano, selecionados aleatoriamente em propriedades
rurais e, animais que foram atendidos pelo Servico de Clinica Médica de
Grandes Animais do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinéria
e Zootecnia de Botucatu — UNESP, do municipio de Botucatu, Sdo Paulo —
Brasil.

Somente compuseram 0S Qrupos experimentais 0S animais que
apresentaram ao hemograma as variaveis: numero de eritrocitos, concentracao
de hemoglobina e do Volume Globular (VG) dentro dos padrdes de referéncia
segundo Pugh (2005) para espécie.

4.2. Exame clinico e Grupos experimentais

Todos os animais foram submetidos ao exame clinico imediatamente
antes do inicio das colheitas das amostras para o estudo, utilizando-se
protocolo adotado por Viana (2003) e critério clinico de Goncalves (2004) e os
resultados anotados em fichas individuais (Anexo 1). Os valores de referéncia,
segundo Feitosa (2008), dos parametros fisicos foram de 90 a 115bpm para a
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frequéncia cardiaca, de 36 a 48mpm para a frequéncia respiratoria e variacao
de temperatura corpérea entre 38,5 e 40°C.

Dentre os sinais clinicos utilizados como critério para a selecdo dos
animais portadores de broncopneumonia e diferenciacdo da intensidade da
doenca, estavam as manifestacbes de: depressdo, secrecdo nasal
mucopurulenta ou purulenta, tosse produtiva, reflexo da tosse positivo,
hipertermia, taquicardia, taquipneia, dispneia com ou sem ruido expiratorio
aumentado, sons respiratorios rudes ou anormais a auscultacdo pulmonar e
crepitagOes fina e/ou grossa. Quanto maior o numero de sinais associados,
maior a gravidade da doenca. Ainda para auxiliar na classificacdo da doenca,
lancou-se mao da interpretacdo do hemograma e da celularidade do lavado
traqueobrdnquico.

Foram considerados animais sadios, portanto, aptos a compor o grupo
controle, os que ao exame fisico ndo manifestaram qualquer alteragéo clinica e
apresentaram variaveis hematologicas dentro dos valores considerados de
referéncia para a espécie (WEISS & WARDROP, 2010).

Desta maneira, os animais foram subdivididos em trés grupos
experimentais:

e G1: 19 animais clinicamente sadios;
e (2: 21 animais portadores de broncopneumonia moderada;

e (3: 10 animais portadores de broncopneumonia grave.

4.3. Colheita das amostras de sangue

A colheita das amostras de sangue foi realizada imediatamente apés o
exame clinico, mediante assepsia local com &lcool iodado. Utilizando-se o
sistema de colheita a vacuo com agulha 25 x 8; foram colhidos
aproximadamente 8mL de sangue por venopunc¢ao da jugular:

e 5mL de sangue venoso em tubo de plastico contendo &cido etileno-
diamino-tetra-acético (EDTA) para a avaliacdo hematologica;

e 3mL de sangue venoso em tubo de plastico contendo 60 unidades de
heparina sddica, para a realizacdo dos testes de reducdo do NBT.
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As amostras dos tubos com EDTA foram transportadas em temperatura
ambiente e as dos tubos de heparina, sob refrigeracdo em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel, até o laboratério, para serem processadas.

4.4. Colheita do Lavado Traqueobrénquico

O procedimento de lavagem traqueobrdonquica seguiu o padrao descrito
por Marcondes e colaboradores (2011), realizado através da sondagem
nasotraqueal. Para isso, os animais foram submetidos somente a contengao
fisica, em estacéo.

ApOs a antissepsia da area externa das narinas com alcool iodado, uma
sonda guia siliconizada com 65cm de comprimento e 0,5cm de diametro teve
sua extremidade lubrificada com Lidocaina gel para reduzir o desconforto do
animal e entdo introduzida pelo vestibulo nasal e meato nasal médio até a
orofaringe, onde sofreu uma rotagdo de 180° direcionando sua extremidade
dorsalmente; ao tocar a epiglote, a sonda foi automaticamente direcionada para
a laringe e traqueia. A presenca da sonda no trato respiratorio foi confirmada
pelos sinais clinicos como: desconforto, meneios de cabeca, saida de ar pela
extremidade da sonda guia e tosse. Durante a inspiracéo seguinte, para facilitar
a entrada na traqueia e reduzir a resisténcia sofrida pelo ar, a sonda foi
progredida até a regido da Carina. A sonda guia foi fixada manualmente e foi
introduzida uma sonda de polietileno, com 85cm de comprimento e 0,3cm de
didametro, acoplada a uma agulha 40X16 sem bisel. Com uma seringa estéril de
capacidade de 60mL, acoplada a sonda de polietileno, foram infundidos de 25
a 40mL de solucdo salina isotbnica comercial estéril e apirogénica e
imediatamente aspirados. As aspiracdes foram realizadas de forma progressiva
e repetidamente a medida que a sonda foi retirada.
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FIGURA 1. Materiais utilizados para coleta a campo: algoddo com alcool
iodado; caneta; lidocaina gel; luvas de procedimento; seringa de 60mL; solucéo
fisiologica (NaCl 0,9%); sonda guia (silicone); sonda para coleta (polietileno);
tubos contendo heparina e EDTA; e tubos de polipropileno tipo Falcon com

capacidade de 15 e 50mL.

FIGURA 2. Contencao fisica e posicionamento do animal com a cabeca e

pescoco estendidos.
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FIGURA 3. Introducdo da sonda de silicone (sonda guia) pela narina,

nasofaringe e traqueia do animal.

FIGURA 4. Passagem da sonda de polietileno (sonda de coleta) por dentro da

sonda guia até a regido traqueobrénquica do animal.
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FIGURA 5. Infuséo de solucéo fisiologica estéril e apirogénica para a obtencao

do lavado traqueobrénquico.

FIGURA 6. Obtencdo da amostra traqueobrénquica através de aspiracbes

sequenciadas e repetidas.
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ApoOs a obtencdo da amostra, tracionou-se a sonda de polietileno para
gue permanecesse totalmente dentro da sonda guia e o0 conjunto foi
completamente removido.

O liquido do lavado tragueobrénquico obtido foi acondicionado em tubo
de ensaio de polietileno, com capacidade de 15 ou 50mL, devidamente
identificado e armazenado em caixa isotérmica com gelo por no maximo duas

horas até o seu processamento.

4.5 Local e processamento das amostras

4.5.1 Avaliagdo hematolégica

As avaliagbes hematologicas foram realizadas no Laboratorio de
Patologia Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP,
campus de Botucatu, SP.

As amostras foram submetidas ao hemograma completo, proteina total
(PT) e fibrinogénio (FB) plasmaticos de acordo com métodos convencionais do
Laboratério (FELDMAN et al, 2000): contagem total de leucécitos e hemacias
em contador automatico'; dosagem da hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina; mensuracdo da PT plasméatica e do FB por

refratometria®; e o Volume globular pelo método do microhematécrito®.

4.5.2 Determinagdo do metabolismo oxidativo dos neutréfilos sanguineos

Para avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos foram empregados
os testes de reducdo do tetrazélio nitroazul (NBT) estimulado (NBT-E) e 0 ndo
estimulado (NBT-NE) no maximo duas horas ap0s a colheita, pelo método
citoquimico descrito por Park e Good (1970), utilizando-se reativo comercial
(NBT vial, catalog No. 840-10, Sigma Diagnostic, St. Louis, USA).

Para tal, foram transferidas a tubos eppendorff com capacidade de
0,5mL, partes iguais de sangue e da solugcdo de NBT, sendo 25uL para o teste
nao estimulado (NBT-NE) e, para o teste estimulado (NBT-E) 25uL acrescidos
de 2,5uL de estimulante (extrato bacteriano inativado). Ap6s homogeneizacao

! HEMASCREEN - Ebran
2 Refratdbmetro RTP-20ATC
% Centimicro

38



Mayra Teixeira Alas Martins Material e Métodos

por pipetagem, da amostra e reagentes, os frascos foram incubados por dez
minutos a 37°C em banho-maria e a temperatura ambiente por outros dez
minutos. Imediatamente apés, os esfregacos eram confeccionados e corados
com Panadtico rapido. Para a leitura, foram contados 100 neutréfilos por
amostra, em microscopio com aumento de 1000X para ambos o0s testes,
discriminando-se o percentual de células NBT positivas e negativas, conforme
a apresentacao ou nao de formazan intracitoplasmatico (NBT reduzido).

4.5.3 Avaliagéo do liquido do lavado traqueobrdnquico (LTB)
O liquido do lavado traqueobrénquico foi processado no Laboratério de
Patologia Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP,

campus de Botucatu, e a realiza¢do dos estudos citolégicos consistiu de:

e Concentracdo do lavado e fixacdo do volume

O lavado traqueobronquico foi centrifugado em tubos de polipropileno
tipo Falcon de 14mL, a 3500 rpm, por 6 minutos a 5°C. O sobrenadante foi
desprezado até que permanecessem no tubo apenas 0,5mL, composto
principalmente pelo pellet celular, ressuspendido em volume fixo de 2mL de
solucdo salina isotbnica comercial estéril e apirogénica . Esse procedimento foi
adotado em todas as amostras, independente do grupo experimental, para que

os resultados ndo sofressem interferéncia de processamento.

e Citocentrifugacdo

A impressdo celular de 6mm de didmetro em laminas histolégicas de
vidro com extremidade fosca foi obtida por meio de citocentrifugacéo® de 200pL

do lavado traqueobrdonquico a 89xG por cinco minutos.

e Fixacao e coloracdo do material nas laminas

Imediatamente apds a citocentrifugacdo, as laminas foram fixadas e
coradas pelos métodos de Shorr e Panético rapido, para identificacdo e
contagem celular (KOSS, 1992).

* Modelo 2000D - Revan
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e Contagem total de células

A contagem do numero total celular foi realizada em camara de
Neubauer, sem a utilizacdo de corantes. Para isso, o lavado traqueobrdénquico
acondicionado em tubo de ensaio de polipropileno foi homogeneizado em
agitador de tubos, por 10 segundos e a camara preenchida em seguida.

Foram utilizados todos quadrados da céamara, em analogia com a
técnica descrita para contagem de leucocitos. O numero total de células
encontrado foi multiplicado por 1,1 (fator de correcéao), fornecendo o numero
total de células por microlitro de lavado, segundo Coles (1984) e esse valor
encontrado, multiplicado por 10 para obtencao do valor em células/mL.

e Contagem diferencial das células

Foram analisados, para cada animal, nimero e porcentagem de células
epiteliais ciliadas, células epiteliais cilindricas, macréfagos, neutrofilos,
linfécitos e eosindfilos em um total de 200 células contadas em microscépio
optico comum, em aumento de 400 vezes. Nas laminas que apresentaram

muitos aglomerados celulares, a contagem diferencial foi feita na sua periferia.

4.5.4 Determinacao do metabolismo oxidativo dos neutrofilos do LTB

Para avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos do LTB foram
empregados os testes de reducdo do NBT estimulado (NBT-E) e o néo
estimulado (NBT-NE), a semelhanca dos testes sanguineos, no maximo duas
horas apds a colheita, pelo método citoquimico descrito por Park & Good
(1970), utilizando-se reativo comercial (NBT vial, catalog No. 840-10, Sigma
Diagnostic, St. Louis, USA).

Foram transferidas a tubos tipo eppendorff partes iguais do lavado
tragueobronquico e da solugcdo de NBT, sendo 50uL para o teste néo
estimulado (NBT-NE) e, para o teste estimulado (NBT-E) 50uL acrescidos de
5,0uL de estimulante (extrato bacteriano inativado). Apés homogeneizacdo da
amostra e reagentes, por pipetagem, os frascos foram incubados por dez
minutos a 37°C em banho-maria e a temperatura ambiente por outros dez
minutos. Os esfregacgos foram confeccionados imediatamente apés por meio de
citocentrifugagéo a 89xG por cinco minutos.
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As laminas foram coradas com Panético rapido e 100 neutrofilos
contados para cada amostra em microscépio com aumento de 1000X para
ambos os testes, discriminando-se o percentual de células NBT positivas e
negativas, conforme a apresentacdo ou nao de formazan intracitoplasmatico
(NBT reduzido).

FIGURA 7. Stimulant (catdlogo n°. 84015) e Nitroblue Tetrazolium 1mg
(catalogo n°. 840-10), fabricante: Sigma-Aldrich®; microtubos plasticos com

capacidade de 500uL, sem e com papel aluminio envolto.

FIGURA 8. Materiais para processamento laboratorial, armazenamento e
realizacdo dos testes NBT: caixa de papeldo; caixa porta-lamina; camara de
Neubauer; caneta; contador de células; estimulante; flutuador; lamina
extensora, laminas foscas; micropipetas; microtubos plésticos; reldgio;
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suportes; Tetrazolio Nitroazul; tubos contendo EDTA; tubos de polipropileno
tipo Falcon de 15 e 50mL.

4.6 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram executadas utilizando-se o pacote
IBM/SPSS Statistics v.20.0, assumindo o nivel de significancia de 5%.

A andlise exploratoria dos dados esta expressa em medidas de
tendéncia central (média e mediana), de disperséo (desvio padrao) e amplitude
(méximo e minimo) para as variaveis continuas; para as variaveis categoricas,
esta expressa na forma de contagens e frequéncias simples.

As comparacdes entre grupos, para as variaveis continuas, em funcéo
da distribuicdo n&o-normal dos resultados foi realizada pelo teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney, visto que sempre foi feita aos pares, fixando o
grupo de animais sadios como referéncia. Ja para as variaveis categoricas, 0s
testes executados foram o quiquadrado (quando os valores observados nas
caselas excediam os valores esperados) ou o Exato de Fisher (quando a
condigao anterior ndo era verificada).

Quando foi verificada a correlagcéo entre variaveis continuas, ainda pela
natureza nao-normal da distribuicdo dos resultados, aplicou-se o teste RO de

Spearman.
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5. Resultados

Os trés grupos (G1, G2 e G3) foram compostos de ovinos com idade
maxima de um ano e distribuicao aleatdria de machos e fémeas, provenientes
de propriedades rurais na regido de Botucatu ou atendimentos ambulatoriais
realizados pelo Setor de Clinica de Grandes Animais da FMVZ — UNESP ou de
posse do Setor da Ovinocultura da FMVZ — UNESP.

Ao exame clinico, no grupo de animais sadios (G1l), as médias da
temperatura retal (°C), frequéncia respiratéria (mpm) e frequéncia cardiaca
(bpm) apresentaram-se todas dentro dos valores de referéncia para a espécie,
sendo seus valores respectivamente de 39,2 + 0,42, 36,2 £ 9,93 e 74,3 + 12,81
(Tabela 1). Individualmente, a Unica dessas variaveis que se apresentou acima
dos valores considerados normais foi a frequéncia respiratéria (FR), observada
em 15,79% (3/19) dos animais do grupo G1 (Tabela 2), atingindo valor maximo
de 60mpm (Tabela 1).

No grupo dos animais com broncopneumonia grau moderado (G2), os
valores médios de temperatura, FR e frequéncia cardiaca (FC) foram de 39,5 +
0,81, 46,0 £ 10,70 e 99,6 + 17,93, também todos dentro dos parametros de
normalidade (Tabela 1), sendo a porcentagem dos animais que apresentaram
valores acima dos parametros de aproximadamente 28,6% (6/21) para a FC
(Tabela 2) com valor maximo de 140bpm e 19% (4/21) para as FR e
temperatura corpérea (Tabela 2), sendo seus valores maximos

respectivamente de 72mpm e 41°C (Tabelal).
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O grupo G3, composto pelos animais com broncopneumonia grave,
apresentou o0s seguintes valores médios dentro dos considerados normais:
39,7 + 1,05°C de temperatura e 92,8 + 27,83bpm da FC. J4 a média da FR, de
52,4 + 19,17mpm, apresentou-se acima dos valores de referéncia (Tabela 1).
Dos 10 animais que compunham o grupo, 10% apresentaram a FC, 50% a FR
e 20% a temperatura corpérea acima do normal (Tabela 2), sendo os valores
maximos respectivamente de: 144bpm, 80mpm e 42°C (Tabela 1).

TABELA 1: Médias, desvios padrdo, medianas e valores maximos e minimos
das variaveis: temperatura (°C), frequéncia respiratoria (mpm) e frequéncia
cardiaca (bpm) de ovinos sadios (G1), portadores de broncopneumonia grau

moderado (G2) e grau severo (G3) da regido de Botucatu/SP.

Variaveis G1 (n=19) G2 (n=21) G3 (n=10)

Temperatura (°C)

Média + sd* 39,2+0,42 39,5+0,81 39,7 + 1,06
Mediana 39,0 40,0 40
Maximo 40 41 42
Minimo 39 38 38

Frequéncia Respiratoria (mpm)

Média + sd 36,2+9,93 46,0+ 10,70 52,4+19,18*
Mediana 32 44 50
Maximo 60 72 80
Minimo 24 32 24

Frequéncia Cardiaca (bpm)

Média + sd 74,3+£1281 99,6+17,93* 92,8+27,83*
Mediana 72 96 92
Maximo 100 140 144
Minimo 52 64 52

*Significativo ao Teste de Mann-Whitney (p<0,05) quando comparado ao grupo dos animais

sadios.

'Sd: desvio padrdo

Quando comparadas as variaveis FC, FR e temperatura corpérea dos
animais do G1 com os do G2 foram possiveis observar diferencas estatisticas
na FC (p=0,000) e na FR (p=0,002) e entre 0 G1 e 0 G3, na FC (p=0,041) e na

FR (p=0,012), significativamente maiores nos grupos dos animais portadores
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de broncopneumonia. Comparando-se as mesmas variaveis entre 0s animais
doentes, G2 e G3, ndo houve diferenca estatistica (Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta os percentuais referentes a cada manifstacao
clinica dos diferentes grupos experimentais. Nela, podemos observar que em
nenhum dos animais sadios (G1) foram encontrados sinais clinicos
caracteristicos de doenca respiratoria, porém 21,1% (4/19) deles apresentaram
reflexo de tosse positivo sem secrecao e 15,8% (3/19) apresentaram aumento

da frequéncia respiratoria e secre¢ao nasal serosa.

TABELA 2: Frequéncias de observacdo e percentuais dos sinais clinicos de
ovinos sadios (G1), portadores de broncopneumonia grau moderado (G2) e

grau severo (G3) da regiao de Botucatu/SP.

G1 (n=19) G2 (n=21) G3 (n=10)
Sinal Clinico
N % N % N %
Frequéncia Cardiaca aumentada 0 0,0 6 28,6° 1 10,0
Frequéncia Respiratéria aumentada 3 15,8 4 19,0 5 50,0
Hipertermia 0 0,0 4 19,0 2 20,0
Aumento do linfonodo submandibular 0 0,0 3 14,3 1 10,0
Secrecado nasal presente 3 15,8 17 81,0% 10 100,0%
Serosa 3 15,8 3 14,3 2 20,0
Mucopurulenta 0 0,0 14 66,7° 5 50,0%
Purulenta 0 0,0 2 9,5 3 30,07
Dispneia 0 0,0 20 95,2% 10 100,0%
Reflexo de Tosse positivo 4 21,1 14 66,7% 7 70,0%
Tosse seca 4 21,1 0 0,0° 0 0,0°
Tosse produtiva 0 0,0 14 66,7° 7 70,0°
Ruido laringotraqueal aumentado 0 0,0 4 19,0% 4 40,0°
Frémito toracico 0 0,0 0 0,0 1 10,0
Propagac&o do ruido cardiaco 0 0,0 9 42,.9° 5 50,0%
Crepitagéo fina 0 0,0 14 66,7° 6 60,0°
Crepitacio grossa 0 0,0 7 33,3° 8 80,07
Roncos e Sibilos 0 0,0 0 0,0 1 10,0
Ruido traqueobrénquico aumentado 0 0,0 4 19,0 7 70,0%°
Ruido broncobronquiolar aumentado 0 0,0 4 19,0 5 50,0%

? Diferenca significativa ao Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (p<0,05), quando comparado com o grupo dos
animais sadios.

L Diferenca significativa ao Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (p<0,05), quando comparado com o grupo dos
animais portadores de broncopneumonia moderada.
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JA4 os animais do G2, apresentaram como sinais clinicos mais
frequentes: dispneia em 95,2% (20/21), presenca de secrecdo nasal em 81%
dos animais (17/21) sendo mucopurulenta em 66,7% (14/21), serosa em 14,3%
(3/21) e purulenta em 9,5% (2/21), reflexo de tosse positivo com tosse
produtiva e crepitacéo fina estavam presentes em 66,7% (14/21). Como sinais
intermediarios, o G2 apresentou: propagacdo do ruido cardiaco em 42,9%
(9/21), crepitacdo grossa em 33,3% (7/21) e frequéncia cardiaca aumentada
em 28,6% (6/21). Em menores porcentagens estavam a taquipneia, a
hipertermia e os ruidos laringotraqueal, traqueobrénquico e broncobronquiolar
aumentados, em 19% dos animais (4/21) e 14% (3/21) apresentou aumento
dos linfonodos submandibulares (Tabela 2).

Todos os animais do G3 apresentaram dispneia e secrecao nasal, sendo
50% (5/10) mucopurulenta, 30% (3/10) purulenta e 20% (2/10) serosa. Ainda
ocorreram em maiores frequéncias: crepitacdo grossa em 80% (8/10) dos
animais, em 70% (7/10), reflexo de tosse positivo com tosse produtiva e
aumento do ruido traqueobrénquico e em 60% (6/10) a crepitacdo fina. Com
porcentagens intermediarias estavam a frequéncia respiratdria aumentada,
propagacao do ruido cardiaco e ruido broncobronquiolar aumentado em 50%
(5/10) e o aumento do ruido laringotraqueal em 40% (4/10). Menos frequentes
estavam hipertermia em 20% (2/10) e em 10% (1/10) a frequéncia cardiaca
aumentada, aumento dos linfonodos submandibular, presenca de frémito
torécico e roncos e sibilos (Tabela 2).

As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) das manifestacdes
clinicas entre animais doentes e sadios foram: aumento dos linfonodos
submandibulares, propagacao do ruido cardiaco e crepitacdes fina e grossa.
Entre 0 G1 e G2: aumento da frequéncia cardiaca, dispneia e aumento do ruido
laringotraqueal. Entre 0 G1 e G3: tosse produtiva e aumento dos ruidos
tragqueobrdonquico e broncobronquiolar aumentado. Comparando-se 0s grupos
de animais doentes, G2 e G3, o0s sinais clinicos que se apresentaram
estatisticamente diferentes foram: aumento do ruido traqueobrénquico e
crepitacéo grossa (Tabela 2).

Nas Tabelas 3 e 4 estdo esquematizadas as manifestacbes clinicas

individuais de ambos os grupos de animais doentes.
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TABELA 3. Ocorréncia dos sinais clinicos em cada um dos ovinos portadores

de broncopneumonia moderada do G2 (n=21) da regido de Botucatu/SP.

Animais portadores de broncopneumonia moderada

Sinais Clinicos

1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Total
Tosse produtiva + + + -+ + 4+ - - -+ - o+ - -+ 4+ o+ o+ + | 14
Secregao nasal + + 4+ + + 4+ ++ + + + + - + + + + -+ + 19
Dispneia + + + + + -+ + + + + o+ + + 4+ o+ o+ o+ + 20
Reflexo de tosse positivo + + + - + + - - -+ - -+ + 4+ + + - + 1 14
Ruido laringotraqueal 1 - - -+ o+ - -+ 4+ + - - - + 4+ + 4+ + + + 13
Ruido traqueobrdnquico 1 T 4
Ruido broncocobronquiolar 1+ - - - - - - - - - - - - - 4+ - - - - + + 4
Frémito toracico . 0
Propagagép do ruido o h o h L w L aah e °
cardiaco
Crepitagdo grossa T T e 7
Crepitacao fina -+ + + - - -+ 4+ + - 4+ 4+ + - - + + 4+ - 4+ 14
Roncos/Sibilos . 0
Hipertermia S 4
Taquipneia -+ ., 4
Taquicardia + + S 6

+ sinal clinico presente
- sinal clinico ausente

TABELA 4. Ocorréncia dos sinais clinicos em cada um dos ovinos portadores

de broncopneumonia grave do G3 (n=10) da regido de Botucatu/SP.

Sinais Animais portadores de broncopneumonia grave

Clinicos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
Tosse produtiva + + -+ o+ - -+ o+ 4 7
Secrecao nasal + + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ O+ 10
Dispneia + + 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+ 10
Reflexo de tosse positivo + o+ -+ o+ - -+ o+ o+ 7
Ruido laringoraqueal 1 + 4+ 4+ - - - -+ o+ o+ 6
Ruido traqueobronquico 1 + - 4+ 4+ -+ o+ -+ o+ 7
Ruido broncobronquiolar 1 - -+ - -+ 4+ -+ o+ 5
Frémito toracico - - - - e+ 1
Propagacéo do ruido cardiaco + - - + + + + - - - 5
Crepitagdo grossa + + 4+ o+ + -+ -+ o+ 8
Crepitacao fina - -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - 6
Roncos/Sibilos -+ - - - e e e - 1
Hipertermia e T 3 - 2
Taquipneia e e 5
Taquicardia T T T 1

+ sinal clinico presente
- sinal clinico ausente



Mayra Teixeira Alas Martins Resultados

Os componentes do hemograma: contagem total de eritrOcitos,
concentracdo de hemoglobina, volume globular e plaguetas serviram como
critérios de selecdo dos animais para o experimento e nao foram submetidos a
testes estatisticos.

Na comparacdo dos leucogramas entre os grupos, houve diferenca
significativa entre G1 e G2 (p=0,007) e entre G1 e G3 (p=0,025) somente para
o numero de neutréfilos segmentados, porém foi possivel observar tendéncia
de aumento da contagem total de leucocitos (leucocitose) proporcional a
gravidade da doenga. As médias dos demais tipos celulares: eosindfilos,
linfécitos, mondcitos e basdfilos, foram bastante semelhantes entre os trés
grupos (Tabela 5).

Os valores do fibrinogénio dos diferentes grupos ndo apresentaram
diferencas estatisticas, porém nota-se aumento gradativo com o surgimento e
severidade da doenca. O valor minimo encontrado foi de 100mg/dL no G1,
atingindo o maximo de 1000mg/dL no G3 (Tabela 5).

Os animais submetidos a sondagem nasotraqueal que demonstraram
resisténcia ao procedimento, meneios de cabeca, desconforto a passagem da
sonda mesmo lubrificada com lidocaina gel, saltos e tentativas de coices
tiveram como complicacdes decorrentes do procedimento o sangramento nasal
e a recuperacdo de volume insuficiente de amostras traqueobrdonquicas para
processamento, 0 que levou ao descarte das amostras e consequente exclusao
dos animais do experimento. As amostras de liquido traqueobrénquico dos
animais que participaram do estudo (n=50) foram colhidas com sucesso e em
volume suficiente.

Os resultados das andlises do lavado traqueobrbnquico estdo
representados na Tabela 6. A diferenca estatistica (p<0,05) entre 0 G1 e G2
ficou restrita a contagem de células nucleadas totais. Ja& as diferencas
estatisticas manifestadas entre o0 G3 e o G1, foram a contagem de células
nucleadas totais e as porcentagens de células epiteliais cilindricas, macréfagos
e neutrofilos, bem como quando comparadas ao G2. Ainda entre 0 G3 e G2

houve diferenca na porcentagem de eosindfilos (Tabela 6).
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TABELA 5: Médias, desvios padrdo, medianas e valores maximos e minimos
das variaveis do leucograma no sangue periférico e fibrinogénio de ovinos
sadios (G1) e portadores de broncopneumonia moderada (G2) e grave (G3) da
regido de Botucatu/SP.

Variaveis

G1 (n=19)

G2 (n=21)

G3 (n=10)

Fibrinogénio (mg/dL)

Média + sd* 336,84 + 153,52 409,52 + 194,69 520,00 + 269,98
Mediana 400 400 400
Maximo 600 800 1000
Minimo 100 200 200

Leucécitos totais/ul

Média + sd 9105,26 +£2289,22  9410,24 + 3625,73  10520,00 + 3229,31
Mediana 8800 9088 10350
Méaximo 12400 18700 15300
Minimo 4600 5100 6400

Segmentados/ul

Média + sd 2526,74 £1103,22  4002,14 + 2156,83* 4617,80 + 3349,80*
Mediana 2376 3720 3874,5
Maximo 5390 10659 12992
Minimo 1334 1530 1926

Eosindfilos/ul

Média + sd 341,80 + 446,17 185,10 £ 224,48 212,00 = 355,38
Mediana 116 136 100,5
Méaximo 1776 935 1177
Minimo 0 0 0

Linfécitos/ul
Média + sd 5773,84 £ 1776,06 4791,81 + 2017,53 5272,00 = 2955,72
Mediana 5544 4858 4748,5
Méaximo 9394 8442 10863
Minimo 2852 1560 1314
Monécitos/ul
Média + sd 450,16 + 276,81 422,62 + 254,63 403,60 + 251,48
Mediana 414 374 356,5
Maximo 1023 973 792
Minimo 0 0 0
Basofilos/ul
Média + sd 12,74 £ 31,04 8,43 £ 26,23 14,60 + 46,17

Mediana 0 0 0
Maximo 98 107 146
Minimo 0 0 0

*Significativo ao Teste de Mann-Whitney (p<0,05) quando comprado ao grupo dos animais sadios.

'Sd: desvio padrdo
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Média e desvio padrao do fibrinogénio
plasméatico (mg/dl)
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15000 10000

8000

10000 6000

9410,24
———

5000 9105,26 4000
2000 oo 400214
2526,74

0

Média e desvio padrédo de eosindfilos Média e desvio padréo de linfécitos
(células/pl) (células/pl)

-

5773847

3418 _L 4791,81

185,1

Média e desvio padrdo de mondcitos Média e desvio padréo de basdfilos
(células/pl) (células/ul)

e

FIGURA 9. Médias e desvios-padrdao das variaveis do fibrinogénio plasmatico e
leucograma dos ovinos dos grupos: G1, animais sadios; G2, animais portadores de
broncopneumonia moderada; e G3, animais portadores de broncopneumonia grave. A:
Fibrinogénio plasmatico; B: Contagem total de leucécitos; C: Neutréfilos segmentados;
D: Eosindfilos; E: Linfocitos; F: Mondécitos; G: Basofilos.
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TABELA 6: Médias, desvios padrdo, medianas e valores maximos e minimos
das variaveis do lavado traqueobrénquico de ovinos sadios (G1) e portadores
de broncopneumonia moderada (G2) e grave (G3) da regido de Botucatu/SP.

Variaveis G1 (n=19) G2 (n=21) G3 (n=10)
Contagem de células nucleadas totais (céls x10*/mL)

Média + sd* 62,47 + 47,70 97,08 + 61,02° 302,39 * 267,12%"
Mediana 49,5 77 160,05
Maximo 212,3 246,4 804,1
Minimo 13,2 6,6 49,5

Células epiteliais ciliadas (%)

Média + sd 0,11+ 0,26 0,14+ 0,32 0,1+0,32
Mediana 0 0 0
Maximo 1 1 1
Minimo 0 0 0

Células epiteliais cilindricas (%)

Média + sd 0,71+ 0,90 0,33 +£0,36 0,1+0,32"
Mediana 0,5 0,5 0
Maximo 2,5 1 1
Minimo 0 0 0

Macrofagos (%)

Média + sd 93,87 +£5,33 93,90 £ 21,54 52,6 + 35,33%
Mediana 98 99 45,5
Maximo 100 100 98
Minimo 75,5 0 3

Neutrofilos (%)

Média * sd 063+0,74  511+20,61 38,92 37,96
Mediana 0,5 0,5 34,5
Maximo 3 95 97
Minimo 0 0 0,5

Linfocitos (%)

Média + sd 1,66 + 5,33 0,5+1,36 7,55 + 14,97
Mediana 0 0 0
Maximo 23,5 5 44
Minimo 0 0 0

Eosinofilos

Média = sd 0,03+0,11 0+£0 0,55+ 1,57

Mediana 0 0 0
Maximo 0,5 0 5
Minimo 0 0 0

? Significativo ao Teste de Mann-W hitney (p<0,05), quando comparado ao grupo dos animais sadios.
Significativo ao Teste de Mann-Whitney (p<0,05), quando comparado com o grupo dos animais

portadores de broncopneumonia moderada.

! Desvio padro
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Média e desvio padrdo da contagem
de células nucleadas totais
(células x 10%/ml)
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FIGURA 10. Médias e desvios-padrao das variaveis dos lavados traqueobrdnquicos
dos ovinos dos grupos: G1, animais sadios; G2, animais portadores de
broncopneumonia moderada; e G3, animais portadores de broncopneumonia grave. A:
Contagem de células nucleadas totais; B: Células epiteliais ciliadas; C: Células
epiteliais cilindricas; D: Macréfagos; E: Neutrofilos; F: Linfécitos; G: Eosindfilos.
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Figura 11: Avaliacdo citologica do lavado traqueobrénquico de ovinos. A =
animal do G1 com predominancia de macrofagos; B = animal do G3 com
predominancia de neutrdfilos. Coloracao: Panético rapido. Aumento de 400x.

Os resultados dos testes com o Tetrazolio Nitroazul da atividade dos
neutrofilos sanguineos e do lavado traqueobrénquico estdo dispostos na
Tabela 7. Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) somente quando
comparado o G3 aos grupos G1 e G2, das porcentagens de neutréfilos ativos
do lavado traqueobrdénquico em ambos os testes, com ou sem estimulante.

A Tabela 8 apresenta as correlacdes entre a porcentagem de neutrofilos
sanguineos ativos e a contagem total de neutréfilos dos diferentes grupos
experimentais. Apesar de nenhuma correlacdo mostrar-se estatisticamente
significativa, nota-se tendéncia a variagdo em sentido contrario, ou seja, quanto
maior a quantidade de neutrofilos circulantes, menor a quantidade dessas

células ativas na corrente sanguinea.
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TABELA 7: Médias, desvios padrdo, medianas e valores maximos e minimos
das variaveis dos testes de atividade de neutréfilos com Tetrazolio Nitroazul, no
sangue periférico e no lavado traqueobrénquico de ovinos sadios (G1) e
portadores de broncopneumonia moderada (G2) e grave (G3) da regido de
Botucatu/SP.

Variaveis G1 (n=19) G2 (n=21) G3 (n=10)
Neutrofilos sanguineos ativos ao teste do NBT-NE (%)

Média + sd* 12 +10,61 8,86 + 8,19 9,70 + 6,91
Mediana 10 6 10
Méaximo 38 34 22
Minimo 0 1 1

Neutréfilos sanguineos ativos ao teste do NBT-E (%)

Média + sd 27,05+17,49 19,76 +15,03 19,20+ 12,76
Mediana 29 14 16
Maximo 55 a7 42
Minimo 2 2 4

Neutrofilos do LTB ativos ao teste do NBT-NE (%)

Média + sd 0+0 0+0 2,20 +1,62%°
Mediana 0 0 15
Méaximo 0 0 4
Minimo 0 0 0

Neutrofilos do LTB ativos ao teste do NBT-E (%)

Média + sd 0+0 0+0 0,70+ 0,82%
Mediana 0 0 0,5
Maximo 0 0 2
Minimo 0 0 0

? Significativo ao Teste de Mann-W hitney (p<0,05), quando comparado ao grupo dos animais sadios.

L Significativo ao Teste de Mann-Whitney (p<0,05), quando comparado com o grupo dos animais portadores de
broncopneumonia moderada.

! Desvio padréo

Porcentagem dos neutrofilos
sanguineos ativos aos testes do NBT
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FIGURA 12. Porcentagens médias da atividade dos neutrdfilos através dos
testes de NBT, estimulado (NBT-E) ou ndo (NBT-NE), dos animais sadios (G1),
portadores de broncopneumonia moderada (G2) e grave (G3). A: Neutréfilos
sanguineos. B: Neutréfilos presentes no lavado traqueobrdénquico
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Porcentagens individuais de ativacao de neutréfilos sanguineos e do
lavado traqueobrénquico aos testes de NBT (estimulado ou ndo) do
grupo dos ovinos sadios - G1
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Porcentagens individuais de ativacao de neutréfilos sanguineos e do
lavado traqueobrénquico aos testes de NBT (estimulado ou nédo) do
grupo dos ovinos portadores de pneumoniamoderada - G2
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FIGURA 13. Porcentagens individuais dos neutrofilos ativos no sangue e no
lavado traqueobrénquico dos ovinos (n=50) pertencentes aos trés grupos
experimentais (G1, G2 e G3), através dos testes com Tetrazdélio Nitroazul,
estimulado (NBT-E) ou ndo (NBT-NE).

TABELA 8. Coeficientes de correlacdes e valores de p, através do teste RO de
Spearman (p) entre as porcentagens de neutréfilos ativos e os totais de
neutréfilos sanguineos (uL) de ovinos sadios (G1l) e portadores de

broncopneumonia moderada (G2) e grave (G3) da regiao de Botucatu/SP.

TOTAL DE NEUTROFILOS SANGUINEOS (uL) X NEUTROFILOS SANGUINEOS ATIVOS (%)

GRUPOS
Coeficientes de correlacdes Valores de p
G1 0,122 0,618
G2 -0,337 0,136

G3 -0,445 0,197
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6. Discussao

A broncopneumonia nos ovinos tem carater multifatorial e os agentes,
bactérias, virus e micoplasmas, podem ou nao estar associados. A
combinacdo de condi¢cbes ambientais desfavoraveis e praticas de manejo
inadequadas favorecem as falhas nos mecanismos de defesa e os pulmdes
ficam mais susceptiveis aos patdégenos (BROGDEN et al., 1998). Uma vez que
os pulmdes sdo acometidos, ha intensa reacdo inflamatéria parenquimatosa,
gue frequentemente se estende a pleura, brénquios e bronquiolos. As
alteracdes locais e sistémicas desencadeiam mudancgas clinicas caracteristicas
de comprometimento do trato respiratdério posterior que podem ser
identificadas visualmente pela dispneia, tosse, anorexia, apatia e
emagrecimento; a mensuracdo dos parametros, por hipertemia ou sindrome
febre, taquicardia e taquipneia; e a auscultacdo pulmonar e traqueal, ruidos
anormais e exacerbados (GONCALVES et al., 2001; RADOSTITS et al., 2002).
Estas manifestacdes clinicas foram algumas das usadas para a diferenciacao
dos grupos experimentais, os demais critérios estdo detalhados no Anexo 1
(ficha de avaliagdo individual).

Os animais considerados sadios aos exames fisicos geral e especifico
compuseram o grupo G1, justamente por ndo apresentaram sinais clinicos
compativeis com doenca respiratéria. Entretanto, trés animais deste grupo
apresentaram a frequéncia respiratéria (FR) acima do considerado, por Feitosa

(2008), normal para a espécie. Este fato foi relacionado ao comportamento dos
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ovinos, que sao animais mais susceptiveis ao estresse pela manipulacao,
contencdo fisica e separacdo do rebanho (BALDOCK & SIBLY, 1990;
HARGREAVES & HUTSON, 1990; SILVA et al., 2010). Este comportamento de
fuga pode levar ao aumento fisiologico das frequéncias cardiaca e respiratoria
(CUNNINGHAM, 1999), justificando estes dados.

Ainda assim, quando associada a outras manifestagcdes como: secrecao
nasal mucopurulenta ou purulenta, dispneia e aumento dos ruidos, a elevacao
da FR é sugestiva de doenca do trato respiratorio (GONCALVES, 2008).
Dentre os animais, quatro (19%) do G2 e cinco (50%) do G3 apresentaram
taquipneia, sem diferenca significativa quando comparadas as médias de
ambos o0s grupos ao G1. A observacdo deste sinal clinico nos grupos dos
animais enfermos, em maior propor¢cdo e associada as outras manifestacdes
de comprometimento respiratorio, corrobora com a literatura que afirma que a
taquipneia € um dos importantes sinais de afecc¢des respiratorias (STOBER,
1993, GARCIA et al., 1996; GONCALVES, 2008).

As trocas gasosas de animais com afec¢cdes pulmonares estao
prejudicadas proporcionalmente a gravidade da doenca (HINCHCLIFF &
BYRNE, 1991; ANDREWS, 1992; PRINGLE, 1992; RADOSTITS et al., 2002).
Como mecanismo de compensacao pulmonar hd aumento da frequéncia
respiratoria na tentativa de manter a eficiéncia da hematose (GONCALVES,
1997; RADOSTITIS et al., 2007).

O aumento da frequéncia cardiaca esta presente em diversas alteracbes
fisiologicas ou patoldgicas. A taquicardia, nas doencas do trato respiratério
posterior, estd diretamente relacionada a falta de tecido pulmonar funcional, o
gue leva ao aumento das contracbes cardiacas com a finalidade de
manutencdo das trocas gasosas, a semelhanca do que acontece com o0s
movimentos respiratorios (CASTRO, 1926). O aumento da frequéncia cardiaca
nao foi observado em nenhum animal do G1, mas esteve presente em seis
(20,6%) do G2 e apenas em um do G3. Este achado provavelmente deve-se ao
fato dos animais portadores de broncopneumonia moderada ainda
apresentarem-se ativos e sem prejuizo da resposta de fuga, diferentemente
dos animais portadores de broncopneumonia grave, que Se apresentavam
apaticos, alheios e pouco responsivos a manipulacdo. Houve diferenca
estatistica entre os grupos G1 e G2 (Tabela 1).
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A hipertermia esteve presente em aproximadamente 20% dos animais
de ambos os grupos doentes (G2 e G3), variando de 0,2 até 2°C (Tabelas 3 e
4). Apesar de ndo mostrarem diferencas estatisticas, 0s animais que
manifestaram aumento da temperatura corpdrea, apresentaram também
taquicardia e/ou taquipneia. A associacado destes achados foi relacionada a
manifestacdo da “sindrome febre” (RADOSTITS et al., 2002; FEITOSA, 2008).
A febre é uma alteracédo sistémica, desencadeada durante a inflamacéo, em
resposta a acao das citocinas e estimulada pelos lipopolissacarideos
bacterianos (ROBBINS et al., 2005). Tem a acao benéfica de estimular reacbes
de defesa, como a mobilidade e atividades bactericida e fagocitica de
leucécitos, producdo de anticorpos e inibicdo do crescimento de alguns
microorganismos (FEITOSA, 2008).

A analise dos sinais clinicos relacionados as vias aéreas posteriores e
parénquima pulmonar sdo fundamentais para a definicdo do diagnéstico da
broncopneumonia (BREEZE, 1985; RADOSTITS et al., 2002; MOHAMED &
ABDELSALAM, 2008) e estimativa da gravidade do processo (GONCALVES,
1997).

Os sinais clinicos especificos determinantes para a diferenciacao entre
animais sadios e doentes, que ocorreram de forma estatisticamente
significativa no grupo de animais portadores de broncopneumonia moderada
(G2) foram: dispneia (95,2% - 20/21), secrec¢édo nasal mucopurulenta (66,7% -
14/21), reflexo de tosse com tosse produtiva (66,7% - 14/21), ruido
laringotraqueal aumentado (19% - 4/21), propagacéo do ruido cardiaco (42,9%
- 9/21), crepitacdes fina (66,7% -14/21) e grossa (33,3% - 7/21); e no grupo de
animais portadores de broncopneumonia grave (G3) foram: dispneia (100% -
10/10), secrecdo nasal mucopurulenta (50% - 5/10) e purulenta (30% - 3/10),
reflexo de tosse com tosse produtiva (70% - 7/10), ruido laringotraqueal
aumentado (40% - 4/10), propagacdo do ruido cardiaco (50% - 5/10),
crepitacdes fina (60% - 6/10) e grossa (80% - 8/10) e aumentos dos ruidos
traqueobrdnquico (70% — 7/10) e broncobronquiolar (50% - 5/10) (Tabela 2).
Esses dados corroboram com os achados clinicos de outros autores no
diagnéstico das afeccdes respiratdrias (GONCALVES, 1997; MARCONDES et
al., 2011; GONCALVES et al., 2011).
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A dispneia foi uma manifestacéo indicadora da presenca da doenca, ja
gue esteve presente somente nos animais portadores de broncopneumonia
frequentemente associada a postura ortopneica. Com excecdo de um animal
do G2, todos os demais doentes (29/30) apresentaram dificuldade respiratoria,
acometendo 100% dos animais com broncopneumonia grave, corroborando
com a literatura (GONCALVES et al., 2001; MARCONDES et al., 2011; SILVA,
2012). A dispneia indica que houve consolidagéo pulmonar e comprometimento
grave das trocas gasosas (PRINGLE, 1992; RADOSTITS et al., 2002). No
presente estudo, a associacdo com a consolidagcédo pulmonar nao foi possivel
porque a la e o temperamento inquieto de alguns animais impossibilitou a
realizacdo da percussao toracica.

A presenca de secrecdo nasal esta relacionada a inflamagéo do trato
respiratorio (BELKNAP, 1993; CRANDELL, 1993; GONCALVES, 2008) e nos
casos em que é bilateral, ao comprometimento broénquico e pulmonar
(STOBER, 1993; GONCALVES, 2008). Alguns animais do G1 apresentaram-na
isoladamente e de caracteristica serosa, o que é pouco especifica, ja que
racoes pulverulentas frequentemente causam essa manifestacdo clinica.
Portanto, ndo foi interpretada como alteracdo respiratéria. Ja nos animais do
G2 e G3, por apresentarem-na de caracteristica mucopurulenta ou purulenta
associada a dispneia e demais alteracbes compativeis com quadro de
comprometimento respiratério, a secre¢do nasal foi utilizada na diferenciacéo e
localizacdo dos processos respiratérios.

A tosse e o reflexo de tosse positivo estédo relacionados ao diagndstico
de broncopneumonia (HINCHCLIFF & BYRNE, 1991; PRINGLE, 1992). O
reflexo de tosse positivo esteve presente em cerca de 70% dos animais de
ambos 0s grupos pneumonicos (G2: 14/21 — 66,7% e G3: 7/10 — 70%),
associados a tosse produtiva espontanea, e em quatro (21%) dos animais
sadios, porém com manifestacdo de tosse seca. Essa associacdo entre reflexo
e caracteristica da tosse foi utilizada neste estudo como método auxiliar para
atestar sanidade ou ndo do animal e diferenciar os processos inflamatérios.

O ruido laringotraqueal refere-se a vibracao das paredes da laringe e da
traqueia no momento da passagem do ar. Quando patoldgico, sdo audiveis o
estridor traqueal associado a estenose de laringe ou traqueia, e as crepitacdes,
provocadas pelo acumulo de liquido ou muco na traqueia (GONCALVES,
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2008), que foram descritos neste estudo como aumento do ruido
laringotraqueal. Este sinal clinico esteve presente em 19% dos animais do G2 e
em 40% dos animais do G3, confirmando a presenca de secrecao ou indicando
reacao inflamatoria local, compativeis com quadros pneumoénicos.

O frémito toracico € palpavel quando ha grande quantidade de liquido
inflamatorio nas vias aéreas posteriores proximas a parede toracica (BRAZ,
1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993). Este sinal foi palpado em apenas um
animal do G3, associado ao aumento dos ruidos traqueobronquico e
broncobronquiolar, e as crepitacoes fina e grossa, fazendo fidedigna a
classificacdo desse animal como portador de broncopneumonia grave.

A propagacéao do ruido cardiaco a auscultacdo esteve presente nos dois
grupos portadores de broncopneumonia (G2 e G3) acometendo em média 50%
desses animais. A congestao pulmonar acontece devido ao preenchimento do
intersticio pulmonar por liquido, inflamatério ou ndo, que exacerba e propaga
mais facilmente os sons cardiacos e ruidos pulmonares quando aumentados
(GONCALVES, 2008). A associagdo do aumento dos ruidos traqueobrénquico
e bronquiobronquiolar ao aumento da propagacéo do ruido cardiaco estiveram
presentes no grupo G2 em aproximadamente 10% dos animais (2/21) e no G3,
em 40% (4/10) (Tabelas 3 e 4).

A crepitacdo € outro sinal de aumento de liquido inflamatério, embora
dentro da luz das vias aéreas, que dependendo da quantidade e da sua
localizacdo na arvore brénquica, produz sons diferentes a auscultacdo. Quando
em grande quantidade e nos bronquios de maior calibre, manifesta-se a
crepitacdo grossa, quando em brénquios menores, a crepitacéo fina (STOBER,
1993; GONCALVES et al., 2001; GONCALVES, 2008). A auscultacdo
pulmonar, 100% dos animais que compunham o0s grupos G2 e G3
apresentaram sons de crepitacdo, sendo que: no G2, 66,7% crepitacéo fina e
33,3% crepitagao grossa; e no G3: 20% crepitacao fina, 40% crepitacdo grossa
e 40% ambas.

Frente a broncopneumonia, dentre os achados pulmonares mais
frequentes de outros autores (GONCALVES, 1997; MARCONDES et al., 2011;
GONCALVES et al., 2001; GONCALVES et al., 2011; SILVA, 2012) destaca-se
a crepitacdo grossa. Porém, no presente estudo, a crepitacdo grossa foi
observada em 45,2% dos animais doentes (15/31), contudo acometendo 80%
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dos animais portadores de broncopneumonia grave (G3). Sabe-se que a
manifestacao deste sinal clinico indica comprometimento brénquico e, portanto,
maior severidade da doenca (GONCALVES et al., 2011).

Ja a crepitacdo fina, que também €& um ruido patolégico, esta
relacionada aos estagios iniciais da broncopneumonia e edema pulmonar
(STOBER, 1993; GONCALVES, 2008). Apesar da dificuldade de auscultagéo
gue alguns autores relatam, seja pela espécie ou por associacao deste sinal a
outros ruidos de maior intensidade (GONCALVES, 1997; GONCALVES, 2008),
neste estudo, se fez presente em 64,5% dos animais pneumonicos (20/31),
sendo sua maior porcentagem no grupo de animais com broncopneumonia
moderada (G2), logicamente associado as demais alteracdes, demonstra a
fidedignidade da divisdo dos grupos.

Roncos e sibilos estdo associados as inflamagdes, mais frequentemente
as bronquites (WILSON & LOFSTEDT, 1990; HINCHCLIFF & BYRNE, 1991;
STOBER, 1993) e correspondem a ruidos gerados pela vibragéo do ar durante
sua passagem pelas vias aéreas posteriores dificultadas pelas secrecdes
presentes. Os tons graves sdo chamados de roncos (MAREK & MOCSY, 1965;
KOTLIKOFF & GILLESPIE, 1983 e 1984) e os mais agudos chamados de
sibilos (LEHRER, 1990; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993). Somente um animal
do estudo, portador de broncopneumonia grave, manifestou ambas as
alteracfes a auscultacao.

Apresentaram ruidos traqueobrdnquico e broncobronquiolar aumentados
no G2, 19% dos animais (4/21). O G3 apresentou 40% (4/10) dos animais com
ambos os ruidos aumentados e 20% (2/10) somente o ruido traqueobrénquico
aumentado, destes, todos apresentaram também crepitacdes fina ou grossa e
cinco, propagacéao do ruido cardiaco. A auscultacdo desses ruidos € facilitada
e exacerbada na inflamacédo, decorrente do aumento na producao de liquido
intersticial, que conduz melhor os sons produzidos durante a respiracao
(PRINGLE, 1992; STOBER, 1993; RADOSTITS et al., 2002; GONCALVES,
2008).

Dentro do que foi exposto, um exame criterioso foi fundamental para a
diferenciacado de animais sadios e doentes, delimitacdo do segmento do trato
respiratério acometido e selecdo dos animais que eram portadores de
broncopneumonia e, principalmente, para a graduacdo da severidade desse
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processo. A quantidade de associacfes foi determinante para a divisdo dos
grupos experimentais.

Dentre 0os exames complementares comumente usados nos casos de
ovinos com alteracbes respiratorias estdo o0 hemograma, lavado
tragueobrdnquico, exames radiografico e ultrassonografico e centese de térax,
trepanacdo de seios paranasais, gasometria, biopsia pulmonar, endoscopia,
suabe nasal, exame parasitologico e titulacdo de anticorpos (GONCALVES,
2004; PUGH, 2005). Neste estudo, foram utilizados os exames hematologico e
o citolégico do lavado traqueobrénquico.

O perfil hematologico e bioquimico é bastante Gtil no diagndstico de
diversas enfermidades (CAMPBELL, 2004). Para as alteracdes respiratérias, o
hemograma fornece informacdes esclarecedoras, principalmente no sentido de
indicar se é infecciosa ou ndo (GONCALVES, 2008).

O leucograma faz parte do hemograma (KERR, 2003) e consiste nas
analises quantitativa (contagem) e qualitativa (analise diferencial e morfolégica)
dos leucécitos do sangue periférico (SMITH, 2006). Apesar de fornecer
informacOes valiosas sobre o0 estado geral e momentadneo da producéao,
distribuicdo e fisiopatologia leucocitaria, raramente é patognomodnico em
determinada doenga (LATIMER & MEYER, 1992). Na Medicina Veterinaria € o
recurso laboratorial mais comumente utilizado para avaliacdo dos processos
inflamatérios (McSHERRY et al., 1970; EK, 1972). Porém, como o ndmero de
leucécitos circulantes apresenta variacdes entre as espécies (KERR, 2003)
valores de referéncia para cada uma delas devem ser considerados ao
interpretar esse exame. Os valores considerados normais para ovinos estéo
dispostos na Tabela 9.

As médias leucocitarias dos trés grupos experimentais mantiveram-se
dentro do intervalo de variacdo dos valores de referéncia. Porém observa-se
aumento das médias e medianas, entre 0s grupos, de acordo com a presenca

e severidade da doenca (G1<G2<G3).

Tabela 9. Valores de referéncia do leucograma de ovinos adultos.
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Parametro Relativo (%) Absoluto (pL)
Contagem de leucdcitos - 4000 a 12000
Neutrofilos segmentados 10 a50 700 a 6000

Neutrdfilos bastonetes Raro Raro
Linfécitos 40a75 2000 a 9000
Mondcitos 0Oab 0a750
Eosindfilos 0alo 0 a 1000
Basdfilos 0a3 0 a 300

Adaptado de Jain, 1996

As meédias da contagem de neutrofilos nos animais portadores de
broncopneumonia (G2 e G3) foram significativamente maiores que dos ovinos
sadios (Tabela 5). A inflamacdo desencadeada pela enfermidade induziu uma
tipica resposta de fase aguda, com liberacdo de catecolaminas, mediadores
celulares e humorais e fatores quimiotaticos séricos responsaveis pelo acumulo
de leucadcitos polimorfonucleares, especialmente neutrofilos (RADOSTITS et
al., 2002; MOHAMED & ABDELSALAM, 2008), justificando a tendéncia a
neutrofilia observada nos grupos dos animais pneumonicos (G2 e G3).

O fato de nédo terem apresentado leucocitose, resposta comum em
ruminantes, confronta os dados de autores que demonstraram que a
broncopneumonia provoca essa alteragdo (MOHAMED & ABDELSALAM, 2008;
AL-QUDAH, 2009; SILVA, 2012). A leucocitose reativa foi observada por Silva
(2012) em ovinos com comprometimento respiratério, que apresentaram
contagem meédia de leucécitos de 15.365 células/uL, relacionada ao aumento
do ndimero absoluto de segmentados, eosindfilos e mondcitos. Entretanto, sdo
escassos 0s dados literarios sobre o leucograma de ovinos com
broncopneumonia.

Vale ressaltar que 0s bovinos e 0s ovinos apresentam fisiologicamente
namero de linfécitos maior que de neutréfilos (SMITH, 2006) e a relacao
neutrdéfilo:linfécito varia de 0,4 (KERR, 2003) a 0,5 (TAYLOR, 2000). Nos
quadros de inflamagdo aguda em ruminantes a leucocitose neutrofilica €
geralmente acompanhada de linfopenia, alterando essa proporgéo. O grupo G1
manteve a relagdo neutrdéfilo:linfocito em média de 0,43, corroborando com a
literatura. Apesar dos animais doentes ndo terem manifestado linfopenia
(Tabela 5), houve reducéo das contagens médias do G2 e G3, comparadas ao
G1. A menor média foi a dos animais com broncopneumonia moderada (G2) e
nesse contexto, sabe-se que o0 estresse da resposta inflamatéria,
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principalmente aguda, aumenta a producdo de glicocorticoide, que leva ao
sequestro de linfécitos da corrente sanguinea e sua destruicdo no tecido
linféide (KIDD, 1991; JAIN, 1993; SCHULTZE, 2000). As propor¢cdes médias
neutrofilo:linfécito dos grupos de animais doentes foram maiores que no G1.
No G2, a relagéo foi de 0,83 e no G3 de 0,87, o que demonstra o aumento
relativo do nimero de neutréfilos com reducédo de linfocitos.

Jain (1993) descreve que em ruminantes, a leucocitose com aumento do
namero de mondocitos indica maior severidade e duragcdo do processo
inflamatorio instalado, caracterizando cronificacdo da broncopneumonia. No
presente estudo nenhum animal apresentou valores absolutos acima da
normalidade e nem diferenca estatistica entre os grupos.

A eosinofilia pode ser indicativa de intensa parasitose (BUDDLE et al.,
1992), porém, quando descartada esta hipotese nos animais com
comprometimento respiratério, 0 aumento discreto desse tipo celular é
associado a sua ativacdo e degranulacdo mediada por imunocomplexos de IgE
ou pela ativacdo do sistema complemento (SACHER & McPHERSON, 2002;
KERR 2003; SILVA, 2012), compativel com processos alérgicos e cronificacéo
da doenca. As médias dos trés grupos experimentais permaneceram dentro
dos parametros e ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

A contagem de basdfilos também permaneceu dentro dos valores de
referéncia para a espécie em todos os animais do experimento. O baséfilo
possui substancias intragranulares estocadas que mediam sua participacao
nos processos alérgicos e inflamatdrios. Tem como principal fungéo iniciar a
reacao de hipersensibilidade imediata por meio da secre¢cdo de mediadores
vasoativos, incluindo histamina, leucotrienos e fator de ativacdo de plaquetas
(SMITH, 2006).

As proteinas de fase aguda (PFAs) sdo assim chamadas porque suas
concentracbes plasmaticas séo alteradas rapidamente em processos
inflamatorios, traumas cirdrgicos e estresse (JAIN, 1993). Nos ruminantes, €
um excelente indicador devido a grande capacidade de producao desta espécie
frente as enfermidades, sendo considerada melhor que a leucometria como
indicador da inflamagé&o (JAIN, 1993). O fibrinogénio é a proteina mais utilizada
na avaliacdo das reacfes inflamatérias agudas devido a facilidade de
mensuracdo e producdo em maior quantidade (KANEKO, 1997;
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HORADAGODA et al., 1999) em quadros infecciosos (McSHERRY et al., 1970;
SCHALM, 1977). Neste estudo ndo houve diferenca estatistica significativa
entre as concentracées plasmaticas de fibrinogénio entre os grupos, mas
mostrou tendéncia ao aumento de acordo com a presenca e severidade da
doenca, a semelhanca das contagens leucocitarias. Mesmo as meédias dos trés
grupos dentro dos valores de normalidade para a espécie (JAIN, 1993), os
grupos G2 e G3, apresentaram valores maximos de 800 e 1000mg/dL,
respectivamente, sendo estes 200 a 400mg/dL acima do valor maximo
(600mg/dL) encontrado no G1. O aumento dos valores do fibrinogénio nos
grupos portadores de broncopneumonia corrobora com os achados de outros
autores (PFEFFER & ROBERS, 1989; VESTWEBER et al., 1990; GANHEIM et
al., 2003; AL-QUDAH, 2009; SILVA, 2012), porém, a auséncia de diferenca
estatistica quando comparados ao G1, foi relacionada ao fato de alguns
animais manterem o valor do fibrinogénio dentro da normalidade, embora
outros apresentassem o valor elevado. Isto provavelmente se deva a evolugéo
da doencga, pois a PFA mostra-se aumentada especialmente no inicio do
processo ou quando existem agudizacbes repetidas na evolucdo da
enfermidade.

A andlise citologica do lavado traqueobrdnquico ou broncoalveolar teve
seu inicio em meados de 1970 (MANSMANN & KNIGHT, 1972) e desde entédo
tem sido amplamente utilizada para o acompanhamento e diagndstico das
afeccdes do trato respiratorio posterior, uma vez que a resposta imune local
cursa com ativacao de células endoteliais, epiteliais e macréfagos alveolares, e
recrutamento e ativacao de neutrdfilos, eosinofilos, mondécitos e linfécitos. A
dimensdo da migracdo e o tipo celular predominante dependem da doenca
instalada (VAN DER VLIET & CROSS, 2000; DUFLOO et al., 2002) e o lavado
traqueobronquico € extremamente valioso na diferenciacdo de processos
infecciosos, alérgicos, parasitarios e neoplasicos (BEECH, 1975; WHITWELL &
GREET, 1984; STOBER, 1993). As pneumonias, por exemplo, tém como
caracteristica o influxo de células fagociticas (BIRCAN et al., 2008),
principalmente os neutrofilos.

O diagndstico citologico é realizado pela contagem global associado a
avaliacdo dos tipos celulares (BEECH, 1975; WHITWELL & GREET, 1984;
STOBER, 1993). No presente estudo, a citologia traqueobronquica
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correlacionou aumento da celularidade em fungédo do quadro clinico. A média
do numero total de células se elevou gradativamente com a intensidade do
quadro, a semelhanca de estudos feitos em bovinos por Gongalves (1997) e
em ovinos, por Marcondes e colaboradores (2011). Esse aumento de acordo
com a severidade da doenca apresentou diferenca estatistica entre os grupos:
Gle G2;Gle G3; e G2 e G3 (Tabela 6).

As concentracgdes individuais do lavado traqueobrénquico dos ovinos do
grupo controle (G1) variou de 13.200 a 212.300 células/mL e a média do grupo
foi de 62.470 células. Ja no grupo de animais portadores de broncopneumonia
moderada (G2) a variacao foi de 6.600 a 246.400 células/mL, apresentando em
média 97.080 células. O G3, composto pelos animais diagnosticados com
broncopneumonia grave teve como valor médio 302.390 células, com minimo
de 49.500 e maximo de 804.100 células/mL (Tabela 6 e Figura 10).

Neste estudo, observando as porcentagens médias dos tipos celulares
dos animais sadios (G1), houve predominio massivo de macréfagos (93,87% +
5,33%), corroborando com os demais autores (COHEN & ROSSI, 1983;
REYNOLDS, 1983; WALKER et al., 1985; LEID & POTTER, 1985;
MARCONDES et al., 2011). Na sequéncia vieram os linfécitos (1,66% =+ 5,33),
células epiteliais cilindricas (0,71% + 0,90%), neutréfilos (0,63% + 0,74%),
células epiteliais cilindricas ciliadas (0,11% + 0,26%) e eosindéfilos (0,03% +
0,11%) (Tabela 6 e Figura 10). A distribuicdo desses tipos celulares foi
diferente, tanto no predominio das populacdes celulares, quanto em
porcentagens, quando comparadas com as de Marcondes e colaboradores
(2011), que relataram 20% de neutrdfilos, 15% de células epiteliais cilindricas,
1,4% de linfécitos e 0,77% de eosindfilos.

Os agentes infecciosos podem diminuir o nimero de macréfagos no
lavado traqueobronquico (SLAUSON et al.,, 1987) passando a haver
predominio de células envolvidas com mecanismos secundarios de defesa
pulmonar (COHEN & ROSSI, 1983; REYNOLDS, 1983; WALKER et al., 1985;
LEID & POTTER, 1985). Os neutréfilos sdo os primeiros a sofrerem migracao
guimiotdxica para 0 segmento pulmonar acometido, durante a reacdo
inflamatdria local (GONCALVES, 1997; MARCONDES et al., 2011).

As alteragcdes de celularidade notadas nos animais portadores de
broncopneumonia moderada foram estatisticamente diferentes do G1 na
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contagem de células nucleadas totais (G2 = 97,08x10%. As demais mudancas
mostraram tendéncia ao aumento discreto de células epiteliais cilindricas
ciliadas (0,14% + 0,32), macrofagos (93,90% + 21,54%) e neutrdfilos (5,11% =+
20,61%), e reducao de células epiteliais cilindricas (0,33% + 0,36%), linfocitos
(0,5% + 1,36%) e eosinadfilos (0%).

Quando comparado o grupo de animais portadores de broncopneumonia
grave (G3) ao grupo dos sadios (G1l) houve diferengas significativamente
maiores no grupo pneumonico na contagem de células nucleadas totais
(302,39x10% + 266,12) e neutréfilos (38,9% + 37,96), e menores, das
porcentagens de células epiteliais cilindricas (0,1% + 0,32%) e macrofagos
(52,6% * 35,33%) (Tabela 6).

Estas diferengas foram associadas ao aumento do numero de neutrofilos
no lavado em casos de inflamacdo brénquica (VIEL, 1997) e a reducéao das
contagens de macréfagos proporcional a intensidade do processo, traduzindo
agressao ao pulmdo (DERKSEN et al., 1989). A resposta caracterizada pelo
aumento da populacdo local de neutréfilos também foi evidenciada pela
formacdo de aglomerados dessas células nos animais mais gravemente
acometidos, a semelhanca dos descritos por Beech (1975) e Marcondes e
colaboradores (2011).

As contagens de células epiteliais cilindricas ciliadas entre os trés
grupos apresentaram a mediana e valores minimos e maximos iguais. As
meédias variaram de 0,1 a 0,14%, ndo apresentando diferenca estatistica. As
contagens de linfocitos e eosindfilos também néo se apresentaram diferentes
estatisticamente mesmo com o agravamento da doencga (Tabela 6).

O estudo da inflamacdo é essencial para um correto e eficiente
entendimento da doenca, porém os dados literarios sobre a fisiopatologia das
enfermidades respiratérias em ovinos sédo escassos. O desenvolvimento dessa
area de pesquisa com o intuito de correlacionar as alteracfes sistémicas e
locais, proporcionando melhor compreensdo destes mecanismos, bem como
melhores praticas em conter as respostas indesejaveis do organismo €
importante. Por isso, sugeriu-se o estudo da atividade de neutrdéfilos no pulmao,
uma vez que ja era de dominio a utilizacdo dos testes com Tetrazélio Nitroazul

para verificar a atividade neutrofilica no sangue.
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A fagocitose realizada pelo neutrofilo € um importante mecanismo de
defesa do hospedeiro contra a invasao de microorganismos. O aumento da
producdo de substéncias oxidativas no interior do neutrofilo, que ocorre por
meio do aumento da atividade respiratdria desta célula, € fundamental para a
adequada eficiéncia deste processo de defesa (TIZARD, 2009).

O teste da reducdo do Tetrazdlio Nitroazul (NBT) foi um método
desenvolvido para a determinacdo dessa atividade oxidativa, bem como a
deteccéo de anormalidades do metabolismo fagocitico. Se ha reducao do NBT
no interior dos neutréfilos e consequentes depdsitos de formazan
intracitoplasmaticos, indicam normalidade na ingestéo e capacidade bactericida
celular (BAEHNER & NATHAN, 1968). Bohland e colaboradores (2008) em seu
estudo sobre influéncia do tempo de processamento e resultados do
metabolismo oxidativo de polimorfonucleares bovino, concluiram que o tempo
maximo ideal é de 2 horas apdés a coleta, permanecendo as amostras
sanguineas sob baixas temperaturas. O presente estudo respeitou 0s preceitos
retrocitados.

Park e Good (1970) desenvolveram o teste estimulado com extrato
bacteriano inativado para diferenciar reagfes negativas por defeitos
metabdlicos da auséncia de infeccdo bacteriana ativa. Os animais do G1
apresentaram ao teste estimulado (NBT-E) variacdo de 2 a 55% de respostas
neutrofilicas positivas e média de 27%. Comparando-se as porcentagens dos
testes, houve aumento dos neutrdéfilos ativos a presenca do extrato bacteriano
inativado de aproximadamente 15%.

Poli e Mantelli (1974) estudaram, em animais clinicamente sadios de
diversas espécies, a capacidade dos neutréfilos reduzirem o NBT. Os valores
medianos, para ovinos, do percentual de neutréfilos sanguineos redutores de
NBT, encontrado por esses autores, foi de 14%. A média das porcentagens, ao
teste ndo estimulado (NBT-NE), do G1 foi de 12%, portanto, dentro do valor de
referéncia. Entretanto as porcentagens variaram de 0 a 38% de neutrdéfilos
positivos ao teste. Em experimento com metodologia bastante semelhante,
Afonso e colaboradores (2002), encontraram valores medianos de atividade de
neutréfilos sanguineos positivos ao teste de NBT em ovinos de 6% e 10%, sem
e com tratamento com monensina sédica, respectivamente. Ciarlini (1998)

observou a variacao de positividade ao mesmo teste de 0 a 56% em ovinos das
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racas Suffolk e Ideal em diferentes momentos durante a gestacdo. Camargo e
colaboradores (2010) relataram neutrdfilos ativos de ovinos sadios entre
8,40%4,56% a 11,60%+3,28% para o teste ndo estimulado e 9%+4,35% a
12,8%+4,14% para o teste estimulado, submetidos a diferentes dietas. Dentre
0S animais sem suplementagdo, no inicio do experimento apresentavam
valores médios de 8,6% + 3,28% (NBT-NE) e 9% + 4,3% (NBT-E). Quando
infectados com Haemonchus contortus, os ovinos mostraram valores medios
de 9,8% + 3,63% (NBT-NE) e 10,80% =+ 5,35% (NBT-E) (CAMARGO et al.,
2010).

As porcentagens minimas e maximas encontradas nos testes
sanguineos NBT-NE e NBT-E do grupo portador de broncopneumonia
moderada (G2) foram 1 a 34% e 2 a 47%, respectivamente e, as médias de
reducdo do NBT, de 8,86 e 19,76%, diferiram aproximadamente 10% quando
comparadas.

Os animais do grupo com broncopneumonia grave (G3), tiveram como
porcentagens médias de 9,70% para o NBT-NE e de 19,20% para o NBT-E,
com diferenca que girou em torno de 9,5%. Os minimos e maximos foram
respectivamente 1 a 22% e 4 a 42% de neutroéfilos redutores de NBT.

Esta observacao difere de estudos realizados em outras espécies
animais que sugerem a possibilidade de infeccbes aumentarem a capacidade
de os neutrdfilos sanguineos reduzirem o NBT "in vitro" (LEVENTHAL &
SOULSBY, 1972; MACKENZIE et al., 1981) e "in vivo" (DENNIS et al., 1988;
JEFFERIES et al., 1996), mas corroboram com autores que também
verificaram reducdo da atividade neutrofilica ou valores normais em diversas
doencas e diferentes espécies estudadas (RESTREPO et al., 1977,
STRASSER et al., 2003; CARDOSO, 2007; SILVA et al., 2009).

Cardoso (2007) observou diminuicdo dos depdsitos de formazan em
fagdcitos de criancas portadoras de Leishmaniose visceral. Em bovinos, Silva e
colaboradores (2009) observaram que animais com diarreia apresentaram o
metabolismo oxidativo comparados aos de animais sadios. A diminuicdo da
atividade neutrofilica dos animais doentes, comparada aos animais controle
gue tiveram média de 70% de neutrofilos positivos, variou de 14% no inicio da
doenca sem tratamento antimicrobiano e de 10% ao término do tratamento e

remiss@o dos sinais clinicos. Neste estudo, os autores concluiram que animais
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saudaveis possuem maior poder de reacdo dos neutréfilos por apresentarem
maiores porcentagens de células metabolicamente ativas.

Animais com tristeza parasitaria, ou seja, infec¢cdo por Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma marginale (ALMEIDA et al., 2006), também
apresentam porcentagens reduzidas de atividade neutrofilica, aos testes de
NBT (SILVA et al., 2009).

Restrepo e colaboradores (1977) concluiram que doencas febris, como
infeccbes generalizadas nao piogénicas, tuberculose, malaria e abscesso
hepatico, cursam com testes de NBT dentro dos valores de normalidade, em
humanos. A média de atividade dos pacientes portadores de tuberculose
pulmonar ativa e nado tratada (n=18) foi de 6,8% de neutréfilos sanguineos
ativos. Observaram também que pacientes mesmo em sepse, com
comprovada bacteremia, apresentaram o teste dentro dos limites de
normalidade, porém geralmente estas respostas reduzidas estdo associadas as
infecc¢des localizadas.

Strasser e colaboradores (2003) observaram que apds a vacinagao, 0s
cdes apresentavam diminuicdo da intensidade da reducdo do NBT e
concomitante aumento significativo das IL-1, IL-2, interferon-y e TNF-a. Este
fato ndo pode ser explicado, jA que estas citocinas estdo correlacionadas
diretamente a atividade de fagocitose e metabolismo celular de neutrdfilos.

Costa e colaboradores (2008) avaliaram a atividade neutrofilica de
bezerros desde o nascimento até os 150 dias de idade, os quais apresentaram
grandes variagdes nas porcentagens de neutréfilos positivos aos testes NBT-
NE e NBT-E, com tendéncia ao aumento das porcentagens compativel com
desenvolvimento do animal, ainda assim, individualmente essas respostas
apresentaram-se de forma irregular e dentro do grupo, heterogénea. Como
possiveis explicagdes, associaram as falhas do mecanismo a anormalidade de
ativacao da NADPH-oxidase, deficiéncia de glicose e da proteina C-kinase e as
diferengcas nos tamanhos celulares. A resposta neutrofilica reduzida em
animais jovens corrobora com a literatura consultada (PEIXOTO et al., 2002;
COSTA et al.,, 2004; JULIANO, 2006). Juliano (2006) ainda sugere que a
fagocitose normal ou comprometida dos PMNs, ou especificamente do
neutréfilo, estd relacionada a fatores externos e sujeita as interferéncias na

expressdo dos receptores, entre elas as endotoxinas bacterianas, associados
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aos fatores intrinsecos como idade e capacidade neutrofilica individual, para
justificar a grande diversidade de valores encontrados nos bovinos dos grupos
estudados.

Visto que houve diferenca das porcentagens dos neutroéfilos ativos dos
animais portadores de broncopneumonia (G2 e G3) aos testes NBT-NE e NBT-
E, maior no teste estimulado, pode-se afirmar que o numero de neutréfilos com
potencial de ativacdo do metabolismo oxidativo € superior ao dos realmente
ativos frente a doenca. Pressupbe-se que a carga infectante do animal
pneumbnico define a porcentagem de neutrofilos ativos circulantes,
proporcional a quantidade de patégenos.

Vale ressaltar que as porcentagens médias dos neutrofilos NBT-
positivos no teste estimulado foram superiores aproximadamente 15% no G1,
10% no G2 e 9,5% no G3, do que as porcentagens do teste espontaneo. E
esperado, que os valores obtidos para a prova estimulada sejam sempre
superiores aos obtidos na ndo estimulada (NBT-NE) (COSTA et al., 2009).
Portanto, presume-se que a severidade da doenca, mesmo desencadeando
neutrofilia, cursa com diminuicdo da quantidade de neutrdfilos na corrente
sanguinea com potencial de ativacdo do metabolismo oxidativo, bem como
com a quantidade real circulante na corrente sanguinea.

Nos testes de atividade fagocitaria, NBT-NE e NBT-E, no LTB, observou-
se positividade apenas no G3. Ciarlini e colaboradores (2004), afirmam que nos
testes colorimétricos de reducdo do NBT, o processo de lavagem para
isolamento dos neutréfilos pode alterar os receptores de membrana
responsaveis pela ativacdo do metabolismo oxidativo, além de tornar a célula
isolada isenta da influéncia de importantes componentes celulares e
plasmaticos contidos no sangue total. Muniz-Junqueira e colaboradores (2003)
também relatam que o manuseio das células pode interferir diretamente na
resposta dos fagdcitos frente aos testes de fagocitose ou producédo de
superoxido. Uma vez que, no presente estudo, as células recuperadas pelo
LTB foram manipuladas com o intuito de aumentar a concentragéo do LTB, ou
seja, maior quantidade de células por microlitro, podem ter sofrido alteracbes
na expressdo dos receptores na membrana. Porém, todas as amostras,
independentemente do grupo, foram submetidas aos mesmos procedimentos,

com o intuito de minimizar os prejuizos decorrentes da manipulacdo, e somente
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os neutrofilos dos animais portadores de broncopneumonia grave, do G3,
foram capazes de reduzir o NBT e apresentar em seu citoplasma ou com
intimo contato com a membrana celular, depésitos de formazan.

Houve menor porcentagem de neutréfilos do lavado traqueobrénquico
ativos no teste estimulado (NBT-E) do que no teste ndo estimulado (NBT-NE).
Este resultado é de dificil explicacdo uma vez que na literatura consultada, néo
foram encontrados trabalhos com metodologia semelhante a que foi utilizada
nesta pesquisa. Porém as porcentagens diminuidas nos testes NBT-E no
presente estudo podem estar relacionadas a quantidade excessiva de
particulas a serem fagocitadas, corroborando com Juliano (2006), que afirmou
gue em situacdes criticas de exposicdo ao patdégeno, hd uma queda na
capacidade fagocitaria dos bovinos.

As pesquisas sobre metabolismo oxidativo de neutréfilos pelo uso dos
testes de reducédo do NBT além de escassas e contraditérias, especialmente na
espécie ovina, apresentam diferentes particularidades metodoldgicas,

culminando com divergéncias de resultados.
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7. Conclusoes

Este estudo possibilitou as seguintes conclusdes:

A presenca e a associacdo dos sinais clinicos compativeis com
distarbios respiratérios das vias aéreas posteriores e parénquima
pulmonar confirmaram o diagnostico de broncopneumonia e

proporcionaram a diferenciacdo da severidade da doenca.

A frequéncia dos sinais clinicos nos animais pneumonicos obedeceu a
seguinte ordem decrescente: reflexo da tosse positivo, aumento do ruido
laringotraqueal, secrecdo nasal, tosse, aumento das frequéncias
cardiaca e respiratoria, crepitacdo grossa, crepitacdo fina, ruidos
traqueobrénquico e broncobronquiolar aumentados, frémito toracico,
roncos e sibilos, que estiveram presentes e associados nos ovinos

portadores de broncopneumonia.

A severidade da doenca cursa com reducao do numero de neutréfilos

ativos na corrente sanguinea.

O NBT é um teste pouco eficiente para verificar a ativacdo dos

neutréfilos em ovinos.

76



Referénc 1as Bibliogréﬁcas




Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

8. Referéncias Bibliograficas

AFONSO, J.A.B.; CIARLINI, P.C.; KUCHEMBUCK, M.R.G.; KOHAYAGAWA,
A.; FELTRIN, L.P.Z.; CIARLINI, L.D.R.P.; LAPOSY, C.B.; MENDONCA, C.L,
TAKAHIRA, R.K. Metabolismo oxidativo dos neutrofilos de ovinos tratados com
monensina sodica e experimentalmente submetidos a acidose ruminal. Pesq.
Vet. Bras., v.22, n.4, p.129-134, 2002.

ALMEIDA, M.B.; TORTELLI, F.P.; RIET-CORREA, B. FERREIRA, J.L.M,
SOARES, M.P.; FARIA, N.A.R.; RIET-CORREA, F.; SCHILD, A.L. Tristeza
parasitaria bovina na regidao sul do Rio Grande do Sul: estudo retrospectivo.
Pesq. Vet. Bras., v.26, n.4, p.237-242, 2006.

AL-QUDAH, K. M. Oxidative stress in calves with acute chronic
bronchopneumonia. Rev. Med. Vet., v.160, n.5, p.231-236, 2009.

AMORIM, R.M. Valores séricos e hepaticos de elementos minerais,
atividade sérica da ceruloplasmina, hemograma, proteinograma e
metabolismo oxidativo dos neutréfilos em bezerros da raca nelore,
nascidos de maes com nutricdo adequada ou inadequada em cobre e
zinco. 2002. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina Universidade Estadual
Paulista - Botucatu. 158p.

ANDREWS, A.H. Calf respiratory disease. In. ANDREWS, A.H., BLOWEY,
R.W., BOYD, R.G., EDDY, R.G. Bovine medicine: diseases and husbandry
of cattle. Oxford: Blackwell, 1992. Cap.15, p.202-12.



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

ARAUJO, S.A.C.; DANTAS, T.V.M.; SILVA, J.B.A.; RIBEIRO, A.L.; RICARTE,
A.R.F.; TEIXEIRA, M.F.S. Identificagcdo do Maedi-visna virus em pulméo de
ovinos infectados naturalmente. Arquivo do Instituto Bioldgico, v.71, n.4,
p.431-436, 2004.

BABIOR, B.M. NADPH oxidase. Curr. Opin. Immunol., v. 16, n.1, p.42-47,
2004.

BABIOR, B.M. Oxygen-dependent microbial killing by phagocytes. The New
England Journal of Medicine, v.298, n.13, March, p.721-5, 1978.

BAEHNER, R. L.; NATHAN, D. G. Chronic granulomatous disease. New
England of Journal of Medicine, Massachussetts, v. 278, p. 1972-4, 1968.

BALDOCK, N.M.; SIBLY, R.M. Effects of handling and transportation on the
heart rate and behaviour of sheep. Appl. Anim. Behav. Sci., v.28, n.1-2, p.15-
39, 1990.

BARROS, M.S.R.M.; CASTRO, R.S.; TABOSA, J.H.C.; BRITO, M.F.; AMARAL,
B. Colheita do fuido brénquio-alveolar de bezerros através da tragueocentese
transcutanea. Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.46, p.41-49, 1994.

BASS, D.A.; PARCE, JW.; DECHATELET, L.R. et al. Flow cytometric studies
of oxidative product formation by neutrophils: a graded response to membrane
stimulation. J. Immunol., v.130, n. 4, p. 1910 - 1917, 1983.

BEECH, J. Cytology of tracheobronchial aspirates in horse. Vet. Pathol., v.12,
n.3, p.157-164, 1975.

BEECH, J. Examination of the respiratory tract. In: Equine respiratory
disorders. Malven:Lea & Febiger, Cap.2, p.27-40, 1991.

BEISEL, W.R. Neutrophile alkaline phosphatase changes in tularemia, sandfly
fever, Q fever and noninfectious fever. Blood, v.29, p.257-268, 1967.

BELKNAP, E.B. Recognizing the clinical signs of BRSV infection. Vet. Med.,
v.88, n.9, p.886-887, 1993.

BEVINS, C.L. Scratching the surface. Inroads to a better understanding of
airway host defense. Am. J. Cell. Mol. Biol., v.20, p.861-863, 1999.

79



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

BIRCAN, A.; SUTCU, R.; GOKIRMAK, M.; HICYILMAZ, H.; AKKAYA, A;
OZTURK, O. Total Antioxidant Capacity and C-Reactive Protein Levels in
Patients with Community-Acquired Pneumonia. Turk. J. Med. Sci., v.38, n.6,
p.537-544, 2008.

BOHLAND, E.; SA-ROCHA, V.M.; CYRILLO, F.C.; BENESI, F.J. et al. Efeito do
tempo de conservacao de polimorfonucleares do sangue de bezerros sobre o
metabolismo oxidativo e a atividade de fagocitose de Escherichia coli. Braz. J.
vet. Res. anim. Sci., v. 45, n. 1, p. 48-56, 2008.

BORGES, A.S. Valores séricos e hepéaticos de elementos minerais,
determinacdo da ceruloplasmina sérica, hemograma e metabolismo
oxidativo de neutréfilos em novilhas nelore suplementadas com
diferentes niveis nutricionais de cobre e zinco. 2001. Tese (Doutorado).

Faculdade de Medicina Universidade Estadual Paulista - Botucatu. 141p.

BOWLAND, S,L.; SHEWEN, P.E. Bovine respiratory disease: Commercial
vaccines currently available in Canada. Can. Vet. J., v.41, n.1, p.33-48, 2000.

BOYTON, R.J.; OPENSHAW, P.J. Pulmonary defences to acute respiratory
infection. Br. Med. Bull., v.61, p.1-12, 2002.

BRAZ, M.P. Semiologia Médica Animal. Lisboa: Fundagdo Calouste
Gulbenkian, 1981. 644p.

BREEZE, R. Structure, function, and metabolism in the lung. Vet. Clin. North
Am. Food Anim. Pract., v.1, n. 2, p.219-35, 1985.

BROGDEN, K.A.; LEHMKULHL, H.D.; CUTLIP, R.C. Pasteurella haemolytica
complicated respiratory infections in sheep and goats. Vet. Res., v.29, n.3-4,
p.233-254, 1998.

BUDDLE, B.M.; JOWETT, R.S.; GREEN, P.G.C.; DOUCH, P.L. Association of
blood eosinophilia with the expression of resistance in Romney lambs to
nematodes. International Journal for Parasitology, v.22, p.955-960. 1992.

BURRELLS, C., WILLIAMS J.T. Bronchoalveolar lavage of the live
anaesthetised sheep. Res Vet Sci. v.42. n.1, p.109-112, jan. 1987.

CAMARGO, E.V.; LOPES, S.T.A; COSTA, M.M.; PAIM, F.; BARBOSA, C.S,

LEAL, M.L.R. Neutrophil oxidative metabolism and haemogram of sheep

8o



Mayra Teixeira Alas Martins eréncias Biblio
g

Experimentally infected with Haemonchus contortus and supplemented with
selenium and vitamin E. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition,
v.94, p.el-e6, 2010.

CAMPBELL, T.W. Clinical Chemistry of Birds. In: THRALL, M.A. Veterinary
Hematology and clinical chemistry. Philadelphia, Lippincott, Williams &
Wilkins, 2004. p. 479-49.

CARDOSO, V.V. ManifestacGes clinicas, laboratoriais e a funcdo dos
fagocitos em criangas com leishmaniose visceral tratadas com

glucantime. 2007. Dissertacao (Mestrado). Universidade de Brasilia. 124p.

CARLTON, W.W.; McGAVIN, M. Patologia Veterinaria Especial. 2.ed. Porto
Alegre: ArtMed. 1998. 672p.

CASTRO, 1.J.V. A caverna na tuberculose pulmonar. 1926. Tese

(Doutorado). Faculdade de medicina do Porto. 90p.

CIARLINI, P.C. Leucograma e metabolismo oxidatixo dos neutréfilos em
ovelhas (Ovis aries Linnaeus, 1758) naturalmente infectadas por
nematodeos gastrintestinais ao final da gestacdo, durante a lactacao e
apo6s desmame: influéncia de fatores raciais e hormonais. 1998. Tese
(Doutorado). Faculdade de Medicina Universidade Estadual Paulista -
Botucatu. 204p.

CIARLINI, P.C., BARROS, C. M. Q., LOPES, M. D., KOHAYAGAWA, A,
KRAUSE, A., LAPOSY, C. B. Leucograma, fibrinogénio plasmatico e
capacidade bactericida dos neutréfilos de éguas susceptiveis e resistentes as
endometrites. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal, Anais do | Forum
Nacional de Equideocultura, Belo Horizonte, v. 21, n. 03, p.123-125, 1997.

CIARLINI, P.C.; PATRICIO, R.F.; COUTO, R.; BONELLO, F.L. Efeito da vacina
polivalente sobre o leucograma e o metabolismo oxidativo dos neutrofilos em
caes. Arg. Inst. Biol., v.71, n.3, p.323-327, 2004.

CLASTER, S. et al. Neutrophils mediate lipid peroxidation in human red
cells. Blood, v.64, n.5, p.1079-1084, 1984.

COELHO, H.E. Patologia Veterinaria. Sdo Paulo: Manole, 2002. 234p.

81



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas 82

COHEN, A.B., ROSSI, M. Neutrophils in normal lungs. Am. Rev. Resp. Dis.,
v.127, p.83-9, 1983.

COHN, L.A.; REINERO, C.R. Respiratory Defenses in Health and Disease. Vet.
Clin. Small Anim., v.37, p.845-860, 2007.

COLES, E.H. Patologia Clinica Veterinaria. 3.ed. Manole: Sao Paulo, p.390-
426, 1984.

COSTA, J.N.; PEIXOTO, A.P.C.; KOHAYAGAWA A.; FERREIRA, A.F.M.S.C,;
CASSETARI, M.L.; CROCCI, A.J. Influéncia do desenvolvimento etario e da
suplementacdo com vitamina E (acetato de DL-alfatocoferol) no metabolismo
oxidativo dos neutréfilos de bovinos da raca Holandesa (Bos taurus). Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science. v.41, p.293-298, 2004.

COSTA, M.C.; FLAIBAN, K.K.M.C.; CONEGLIAN, M.M.; DOGNANI, R,
VETTORATO, E.D.; BALARIN, M.R.S.; LISBOA, J.A.N. Metabolismo oxidativo
dos neutrofilos de bezerros das racas Nelore e Limousin nos primeiros quatro
meses de vida. Pesq. Vet. Bras., v.28, n.9, p.431-436, 2008.

CRANDELL, R.A. Viral Diseases of Cattle. In. HOWARD, J.L. Current
Veterinary Therapy 3. Food Animal Practice. 3.ed. Philadelphia: W.B.
Saunders, 1993. p.417-419.

CUNNINGHAN, J.G. Tratado de Fisiologia Veterinaria. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 1999. 763p.

DeLONG, P.A.; KOTLOFF, R.M. An Overview of Pulmonary Host Defense.
Semin. Roentgenol., v.35, n.2, p.118-123, 2000.

DEMARTINI, J.C.; DAVIES, R.B. An epizootic of pneumonia in captive bighorn
sheep infected with Muellerius sp. J. Wildl. Dis., v.13, n.2, p.117-124, 1977.

DENNIS, V.A.; KLEI, T.R.; CHAPMAN, M.R. et al. In vivo activation of equine
eosinophils and neutrophils by experimental Strongylus vulgaris infections. Vet.
Immunol. Immunopathol., v.20, p.61-74, 1988.

DERKSEN, F.J.; BROWN, C.M.; SONEA, |.; DARIEN, B.J.; ROBINSON, N.E.
Comparison of transtracheal aspirate and broncoalveolar lavage cytology in 50
horses with chronic lung disease. Equine Vet. Journal, 21:1, p.23-26. 1989.



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

DUFLO, F.; DEBON, R.; GOUBADLE, J.; CHASSARD, D.; ALLAOUCHICHE,
B. Alvolar and serum oxidative stress in ventilator-associated pneumonia. Br. J.
Anaesth., v.89, n.2, p.231-236, 2002.

ECKERSALL, P.D.; BELL, R. Acute phase proteins: Biomarkers of infeccion
and inflammation in veterinary medicine. The Veterinary Journal, v.185, p.23-
27. 2010

EK, N. The quantitative determination of fibrinogen in normal bovine plasma
and in cow with inflammatory conditions. Acta Vet. Scand., v.13, n.2, p.174-
184, 1972.

FEIGIN, R.D.; SHACKELFORD, P.G.;: CHOI, S.C.: FLAKE, K.K.: FRANKLIN,
F.A.; EISENBERG, C.S. Nitroblue tetrazolium die test as an aid in the
differential diagnosis of febrile disorders. J. Pediatr., v.78, p.230-7, 1971.

FEITOSA, F.L. Semiologia Veterinaria — A Arte do Diagnostico. 2.ed. S&o
Paulo: Roca, 2008. 424p.

FERNANDES W.R.; MORI, E.; SANCHES, A. Avaliacao citolégica de lavados
traqueobronquico e broncoalveolar em cavalos clinicamente sadios pelo

método de coloracéo de Rosenfeld. Arg. Bras. Med. Vet. v. 52, n.6, 2000.

FERREIRA, A.L.A.;; MATSUBARA L.S. Radicais livres: conceitos, doencas
relacionadas, sistema de defesa e estresse oxidativo. Rev. Assoc. Med. Bras.,
v.43, p.61-68, 1997.

FRANCO, L.; PASSOS, A. Fundamentos da Epidemiologia. 12 ed., Sao
Paulo: Editora Manole, 2005, 308p.

GANHEIM, C.; HULTEN, C.; CARLSSON, U.; KINDAHL, H.; NISKANEN, R;
WALLER, K.P. The acute response in calves experimentally infected with
bovine viral diahhoea virus and/or Mannheimia haemolytica. J. Vet. Med.
Series B, v.50, n.4, p.183-190, 2003.

GARCIA, M.; LIBERA, AM.M.P.D.; BARROS FILHO, I.R. Manual de
Semiologia e Clinica dos Ruminantes. S&o Paulo: Editora Varela, 1996.
247p.

GILLES, L.; AZEVEDO NETO, R.S. Mecanismos de defesa do Aparelho
Respiratoério. J. Bras. Pnuemol., v.13, supl.3, p.1-6, 1987.

83



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

GOLDSTEIN, I.M.; SHAK, S. Host defenses in the lung: neutrophils,
complement and other humoral mediators. In: MURRAY, J.F. & NADEL, Y.A.
Textbook of respiratory medicine, 2.ed., Philadelphia: W.B. Saunders, v. 1, p.
402-18, 1994.

GONCALVES, R.C. Estudo Clinico e citologico em Bezerros clinicamente
Sadios e Portadores de Broncopneumonia Moderada e Grave - O lavado
tragueobrénquico como complemento diagnostico. 1997. Tese
(Doutorado). Faculdade de Medicina Universidade Estadual Paulista -

Botucatu. 87p.

GONCALVES, R.C. Semiologia do sistema respiratorio. In: FEITOSA F.L.
Semiologia Veterinaria — A Arte do diagnostico. Sdo Paulo: Roca, 2008,
p.313 - 331.

GONCALVES, R.C.; KUCHEMBUCK, M.R.; CURI, P.R.; CHIACCHIO, S.B,;
ALMEIDA, C.T.; BORGES, A.S. Diferenciacdo clinica da broncopneumonia
moderada e grave em bezerros. Revista Ciéncia Rural, v.31, n.2, p.263-269,
2001.

GONCALVES, R.C.; KUCHEMBUCK, M.R.G.; ALMEIDA, C.T. Lavagem
tragueobrdnquica por traqueocentese em bovinos. Vet. Zootec. Sdo Paulo,
v.2, p.17-25, 1990.

GONCALVES, R.C.; MATTOS, M.C.F.l,; KUCHEMBUCK, M.R.G.; LOPES,
S.R.; BORGES, A.S. Lavagem traqueobrénquica por sondagem nasotraqueal
em bezerros. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo
Horizonte, v.56, n.3, p.307-11, 2004.

GONCALVES, R.C.; SILVA, A.A.; FERREIRA, D.O.L.; MARCONDES, J.S,;
PITUCO, E.M.; DIAS, A.D. Detection of serum antibodies to parainfluenza type
3 virus, respiratory syncytial virus, bovine viral diarrhea virus, and herpes virus
type 1 in sheep in the Region of Botucatu, Sdo Paulo. Braz. J. Vet. Med. Anim.
Health, v.3, n.4, p. 1-5, 2011.

GONZALEZ, F.H.D.; MARTINEZ-SUBIELA, S.; CERON, J.J. Haptoglobulina
em rumiantes: generalidades Y posibles aplicaciones clinicas. Anales de
Veterinaria Murcia, v.23, p.5-17, 2007.

84



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

GOODWIN-RAY, K.A.; STEVENSON, M.A.; HEUER, C.; COGGER, N.
Economic effect of pneumonia and pleurisy in lambs in New Zealand. New
Zealan. Vet. J., v.56, n.3, p.107-114, 2008.

GORDON, A.M.; ROWAN, R.M.; BROWN, T. et al. Routine application of the
nitroblue-tetrazolium test in the clinical laboratory. J. Clin. Pathol., v.26, n.1, p.
52-56, 1973.

GORDON, P.A.; STUART, J.; LEE, T.R; et al. The citocentrifuge NBT test.
Journal of Clinical Pathology, London, v.28, p.674, 1975.

HAPPEL, K.l; BAGBY, G.J.; NELSON, S. Host Defense and Bacterial
Pneumonia. Semin. Respir. Crit. Care Med., v.25, n.1, p.43-52, 2004.

HARADA, R.N.; REPINE, J.E. Pulmonary host defense mechanisms. Chest,
v.87, p.247-252, 1985.

HARGREAVES, A.L.; HUTSON, G.D. Changes in heart, plasma cortisol and
haematocrit of sheep during a shearing procedure. Appl. Anim. Behav. Sci.,
v.26, n.1-2, p.91-101, 1990.

HEWSON J.; VIEL L. Sampling, Microbiology and Cytology of the Respiratory
Tract. In: LEKEUX P. Equine Respiratory Diseases. International Veterinary

Information Service, Ithaca NY (www.ivis.org), 2002.

HINCHCLIFF, KW., BYRNE, B. Clinical examination of the respiratory system.
Vet. Clin. North Am. Equine Pract., v.7, n.1, p.1-26, 1991.

HOFFMAN, A. M., VIEL, L. Techniques for sampling the respiratory tract of
horses. Vet. Clin. North Am. Equine Pract., v.13, p.463-475, 1997

HORADAGODA, N.U; KNOX, KM.G.; GIBBS, S.W.; REDI, SW.J;
HORADAGODA, A.; EDWARDS, S.E.R.; ECKERSALL, P.D. Acute phase
protein in cattle: discrimination between acute and chronic inflammation. Vet.
Rec., v.144,n.16, p.437-441, 1999.

JAIN, N.C. Essentials of veterinary hematology. Philadelphia: Lea & Febiger,
1993. 417p.

85



Mayra Teixeira Alas Martins eréncias Biblio
g

JANEWAY, C.A.; TRAVERS, P.; WALPORT, M. et al. Imunobiologia: o
sistema imune na salude e na doenca. 6ed. Porto Alegre: Artmed, 2007.
Cap.2. p.37-48.

JEFFERIES, J.R.; CORBETT, E.; BARRETT, J. et al. Polarization and
chemokinesis of ovine and human neutrophils in response to Fasciola hepatica

excretoty - secretory products. Int. J. Parasitol. v.26, p.409-414, 1996.

JULIANO, R.A. Aspectos sanitarios e do sistema de fagécitos de bovinos
da raca curraleiro. 2006. Tese (Doutorado). Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias. 115p.

KANEKO, J.J; HARVEY, JW.; BRUSS, M.L. Clinical biochemistry of
domestic animals. 5.ed. New York: Academic Press, 1997. 932p.

KANNAN, K.; JAIN, S. Oxidative stress and apoptosis. Pathophysiology, v. 7,
n. 3, p. 153-163, 2000.

KERR, M.G. Exames Laboratoriais em Medicina Veterinaria. Bioquimica
Clinica e Hematologia. 2.ed. Sdo Paulo: Roca, 2003. 436p.

KIDD, R. Interpreting neutrophil numbers. Vet. Med., v. 86, n.10, p. 975-982,
1991.

KOSS, L.G. Diagnostic cytology and its histopathologic bases. 4. ed.
Philadelphia: J.B. Lippincott, 1992.

KOTLIKOFF, M.1., GILLESPIE, J.R. Lung sounds in veterinary medicine: Part I.
Terminology and mechanisms of sound production. Compendium Continuing
Education Practicing Veterinarian, v.5, p.634-644, 1983.

KOTLIKOFF, M.l.; GILLESPIE, J.R. Lung sounds in veterinary medicine: Part II.
Deriving clinical information from lung sounds. Compendium Continuing
Education Practicing Veterinarian, v.6, p.462-467, 1984.

LACASTA, D.; FERRER, L.M.; RAMOS, J.J.; GONZALEZ, M.; HERAS, M.D.
Influence of climatic factors on the development of pneumonia in lambs. Small
Rumin. Res., v.80, n.1, p.28-32, 2008.

LAPOSY, C.B.; LOPES, R.S.; BALARTIN, M.R.S.; ATAIDE, D.F.; TAKAHIRA,

R.K.; SOUZA, C. Avaliagdo hematolégica e metabolismo oxidativo dos

86



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas 87

neutrofilos de equinos atletas entre 12 e 16 meses de idade. Veterinaria
Noticias, v. 6, n.2, p. 25-29, 2000

LARSON, V. L., BUSCH, R.H. Equine tracheobronchial lavage: comparison of
lavage cytologic and pulmonary histopathologic findings. Am. J. Vet. Res.,
v.46, p.144-146, 1985.

LATIMER, K.S.; MEYER. D.J. Os leucdcitos na Saude e na Moléstia. In:
ETTINGER, S.J. Tratado de medicina Interna Veterinaria. 3. ed. Sao Paulo:
Manole, 1992. v. 4, p. 2616-2664.

LEHMKUHL, H. D.; CUTLIP, R.C. Characterization of parainfluenza type 3 virus
isolated from the lung of a lamb with peumonia. Am. J. Vet. Res., v.43, n.4,
p.626-628, 1981.

LEHRER, S. Entendendo os sons pulmonares. Sdo Paulo: Editora Roca,
1990. 147p.

LEID, R.W., POTTER, K.A. Inflammation and mediators of lung injury. Vet.
Clin. North Am. Food Anim. Pract., v.1, p.377-400, 1985.

LEVENTHAL, R.; SOULSBY, E.J.L. Nitroblue tetrazolium dye reduction as an
indicator of lysosomal activity at a larval surface. J. Parasitol., v.58, p.1016-
1017, 1972.

LIGGITT, H.D. Defense mechanisms in the bovine lung. Vet. Clin. North Am.
Food Anim. Pract., v.1, p.347-66, 1985.

LOPES, S.T.A.; PAES, P.R.O.; KOHAYAGAWA, A.; LOPES, R.S.; LANGONI,
H., BULLA, C., LANGREFE, L. Atividae funcional neutrofilica em cabras com
mastite induzida experimentalmente por Staphylococcus aureus e
suplementadas com vitamina E (acetato DL-a-tocoferol). Arq. Bras. Med. Vet.
Zootec., v.55, n.5, 2003.

MACKENZIE, C.D.; JUNGERY, M.; TAYLOR, P.M. et al. The in-vitro interaction
of eosinophils, neutrophils, macrophages and mast cells with nematode
surfaces in the presence of complement or antibodies. J. Pathol., v.133, p.161-
175, 1981.



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

MAIR, T.S.; STOKES, C.R.; BOURNE, F.J. Cellular content secretions obtained
by lavage from different levels of the equine respiratory tract. Equine Vet. J.,
v.19, p.458-462, 1987.

MALAZDREWICH, C.; AMES, T.R.; ABRAHAMSEN, M.S.; MAHESWARAN,
S.K. Pulmonary expression of tumor necrosis factor alpha, interleukin-1 beta,
and interleukin-8 in the acute phase of bovine pneumonic pasteurellosis. Vet.
Pathol., v.38, n.3, p.297-310, 2001.

MANSMANN, R.A.; KNIGHT, H.D. Transtracheal aspiration in the horse. J. Am.
Vet. Med. Assoc., v.160, p.1527, 1972.

MANSMANN, R.A.; KNIGHT, H.D. Transtracheal aspiration in the horse. J. Am.
Vet. Med. Assoc., v.160, p.1527, 1972.

MARCONDES, J.S.; MARTINS, M.T.A.; SILVA, AA.; RODRIGUES, M.M.P;
FERREIRA, D.O.L.; AMORIM, R.L.; DIAS, A.; GONCALVES, R.C. Lavado
tragueobronquico por via nasotraqueal como metodologia de colheita de
células do trato respiratorio de ovinos sadios e portadores de afeccbes
pulmonares. Pesq. Vet. Bras., v.31, n.4, p.281-286, 2011.

MASON, C.M.; NELSON, S. Pulmonary Host Defenses - Implications for
Therapy. Clin. Chest Med., v.20, n.3, p.475-488, 1999.

MASON, C.M.; NELSON, S. Pulmonary Host Defenses and Factors
Predisposing to Lung Infection. Clin. Chest. Med., v.26, p.11-17, 2005.

McSHERRY, B.J.; HORNEY, F.D.; DEGROOT, J.J. Plasma fibrinogen in
normal and sick cows. Cand. J. Comp. Med., v.34, n.3, p.191-197, 1970.

MEDRONHO, R.A. Epidemiologia. 2% ed., Rio de Janeiro: Editora Atheneu,
2004, 517p.

METCALF, J.A.; GALLIN, J.I.; NAUSEEF, W.M. Laboratory manual of
neutrophil function. New York: Raven Press, 1986. 191p.

MILLER, D.R.; KAPLAN, H.G. Decreased Nitroblue Tetrazolium Dye Reduction
in the phagocytes of patients receiving prednisone. Pediatrics, v.45, p.861,
1970.

88



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas 89

MOHAMED, R.A.; ABDELSALAM, E.B. A review on pneumonic pasteurellosis
(respiratory mannheimiosis) with emphasis on pathogenesis, virulence
mechanisms and predisposing factors. Bulg. J. Vet. Med., v.11, n.3,
p.139-160, 2008.

MOREIRA, J.S.; LEITE, M.R. Mecanismos de defesa do aparelho respiratério.
In: SILVA, L.C.C. Compéndio de Pneumologia. Sdo Paulo: Fundacao FYK,
1991. pp. 148-153.

MUNIZ-JUNQUEIRA, M.I.; PECANHA, L.M.F.; SILVA-FILHO, V.L.; CARDOSO,
M.C.A.; TOSTA, C.E. Novel microtechnique for assessment of postnatal
maturation of the phagocytic function of neutrophils and monocytes, Clinical
and Diagnostic Laboratory Immunology, v.10, n.6, p.1096-1102, 2003.

MURPHY, S.; FLORMAN, A.L. Lung defenses against infection: a clinical
correlation. Pediatrics, v. 72, p. 1-15, 1983.

NATHAN, D.G. NBT reduction by human phagocytes. New England of journal
medicine, Schaumburg, v.290, n.5, p.280-1, 1974.

NELSON, S.; SUMMER, W.R. Innate immunity, cytokines, and pulmonary host
defense. Infect. Dis. Clin. North Am., v.12, n.3, p.555-567, 1998.

NICOD, L.P. Pulmonary Defence Mechanisms. Respiration, v.66, p.2-11, 1999.

PARK, B.H.; GOOD, R.A. Nitroblue tetrazolium test stimuled. Lancet, v.19,
p.616, 1970.

PECORA, D.V. A method of securing uncontamined tracheal secretions for
bacterial examination. J. Thoracic Surg., v.37, p.653-654, 1959.

PEIXOTO, A.P.C.; COSTA, J.N.; KOHAYAGAWA, A.; TAKAHIRA, R.K.; SAITO,
M.E. Hemograma e metabolismo oxidativo dos neutréfilos de bovinos da raga
Holandesa preta e branca - Influéncia dos fatores etarios. Rev. Bras. Saude
Prod. An., v.3, n.1, p.16-20, 2002.

PFAFFEROTT, C.; MEISELMAN, H.J.; HOCHSTEIN, P. The effect of
malonyldialdeyde on erythrocyte deformability. Blood, v.59, n.1, p.12-15, 1982.

PFEFFER, A.; ROGERS, K.M. Acute phase response of sheep: changes in the

concentrations of ceruloplasmin, fibrinogen, haptoglobin and the major blood



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

cell types associated with pulmonary damage. Res. Vet. Sci., v.46, n.1, p.118-
124, 1989.

PILETTE, C.; DURHAM, S.R.; VAERMAN, J.; SIBILLE, Y. Mucosal Immunity in
Asthma and Chronic Obstructive Pulmonary Disease A Role for Immunoglobulin
A. Proc. Am. Thorac. Soc., v.1, p. 125-135, 2004.

POLI, G., MANTELLI, F. Il “test” N.B.T. negli animali domestici: valori normali.
Clinica Vterinaria (Milan), Milan, v.97, p.241-7, 1974.

POLI, G.; NICOLETTI, G.; FARAVELLI, G. Nitroblue tetrazolium (N.B.T.) test
nel cane. Folia Vet. Lat., v.3, p.215-239, 1973.

PRINGLE, J.K. Ancillary testing for the ruminant system. Vet. Clin. North Am.,
v.8, n.2, p.243-256, 1992.

PUGH, D. G. Clinica de ovinos e caprinos. S&o Paulo: Roca, 2005. 513p.

PUSTERLA, N.; WATSON, J.L.; WILSON, W.D. Diagnostic Approach to
Infectious Respiratory Disorders. Clinical Techniques in Equine Practice, v.5,
p.174-186, 2006.

RADOSTITIS, O.M.; GAY, C.C.; BLOOD, D.C.; HINCHCLIFF, K.W. Clinica
Veterinaria: Um Tratado de Doencas dos Bovinos, Ovinos, Suinos,
Caprinos e Equinos. 10. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2007.
2065p.

RAHMAN, I.; MACNEE, W. Oxidative stress and regulation of glutathione in
lung inflammation. Eur. Respir. J., v.16, N.3, p.534-554, 2000.

RAKICH P. L.; LATIMER K. S. Cytology of the Respiratory Tract. Clinical
Pathology: Party Il. Vet Clin North Am Small Animal Pratice. v.19, n.5, p.
823-50, 1989.

RAPHEL, C.F.; GUNSON, D.E. Percutaneous lung biopsy in the horse. Cornell
Vet., v.71, p.349-348, 1981.

REAGAN, W.J.; SANDERS, T.G.; DeNICOLA, D.B. Veterinary Hematology —
Atlas of commun domestic species. lowa: Blackwell, 1998. 75p.

90



Mayra Teixeira Alas Martins eréncias Biblio
g

REBAR, A.H.; MACWILLIAMS, P.S.; FELDMAN, B.F.; METZGER, F.L,;
ROCHE, J. Guia Hematologia para Cées e Gatos. 1. ed. Sdo Paulo: Roca,
2003. 291p.

RESTREPO, M.; AGUDELLO, C.; MOLINA, J.; ARISTIZABAL, L. Aplicacion
diagnostica del nitroazul de tetrazolium. Acta Médica Colombiana, v.2, n.3,
p.159-165,1977.

REYNOLDS, H.Y. Lung inflamation: role of endogenous chemotactic factors in
attracting polymorphonuclear granulocytes. Am. Rev. Respir. Dis., v.127,
p.816-24, 1983.

ROBBINS, S.; KUMAR, V.; ABBAS, A.K. Robins e Cotran Patologia — Bases
Patoldgicas das Doencas. 72 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2005. 1592p.

ROOK, J.S.; SCHOLMAN, G.; WING-PROCTOR, S.; SHEA, M. Diagnosis and
control of neonatal losses in sheep. Vet. Clin. North Am. Food Anim.
Practice, v.6, n.3, p.531-562, 1990.

ROTH, J.A.; KAEBERLE, M.L.; APPEL, L.H. Association of increased estradiol
and progesterone blood values with altered bovine polimorphonuclear leukocyte
function. American journal o veterinary research, Shaumburg, v.44, n.2,
p.247-53, 1983.

RUSVAI, M.; FODOR, L. Occurrence of same viruses and bacteria involved in
respiratory diseases of ruminants in Hungary. Acta Vet. Hung., v.46, n.4,
p.405-414, 1998.

SACHER, R.A.; McPHERSON, R.A. Hematologia. In: SACHER, R.A;
McPHERSON, R.A. Interpretacdo Clinica dos Exames Laboratoriais. 11.ed.
Séo Paulo: Manole, p.431-441, 2002.

SARA, |.S.; DWARAKNATH, P.K. A note on nitroblue tetrazolium test in normal
and diseased animals. Indian journal animal science, v.47, n.6, p.362-364,
1977.

SCHALM, O.W. Pathologic changes in the milk and udder of cows with mastits.
J. Am. Vet. Med. Assoc., v.170, n.10, p.1137-1140, 1977.

o1



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas 92

SCHULTZE, A.E. Interpretation of Canine Leucocyte Responses. In:
FELDMAN, B.F.; ZINKL, J.G.; JAIN, N.C. Schalm’s veterinary hematology.
5.ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2000.p.366-381.

SCHUTTE, B.C.; McCARY, P.B. Beta-defensins in lung host defense. Annu.
Rev. Physiol., v.64, p.709-48, 2002.

SILVA, A.A. Estudo clinico, hemogasométrico e do estresse oxidativo em
ovinos clinicamente sadios e portadores de pneumonia. 2012. Tese

(Doutorado). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu. 124p.

SILVA, AA.; FERREIRA, D.O.L.; PORTO, C.D.; SEQUEIRA, J.L.;
GONCALVES, R.C. Seguranca e eficacia da técnica de biopsia pulmonar
transtoracica percutanea para avaliacdo histopatolégica do parénquima
pulmonar de ovinos clinicamente sadios. Pesq. Vet. Bras., v.30, n.4, 2010.

SILVA, N.C.M.; ASSIS, T.S.; FERREIRA, M.R.A.; MOREIRA, C.N. Influéncia da
sindrome diarreia no metabolismo oxidativo dos neutréfilos de bezerros da raca

girolando. Ciéncia Animal Brasileira, s.1, 2009.

SLAUSON, D.O.; LAY, J.C.; CASTLEMAN, W.L.; NEILSEN, N.R. Alveolar
macrophage phagocytic kinetics following pulmonary parainfluenza-3 virus
infection. Journal of Leucocyte biology, New York, v.41, p.412-20, 1987.

SMITH, B. Medicina Interna de Grandes Animais. 32 ed. Sdo Paulo: Manole.
2006. 1728p.

SPEIRS, V. C. Exame Clinico dos Equinos, Artes Médicas Sul, Porto Alegre,
1994, 300p.

STANDIFORD, T.J.; KUNKEL, S.L.; GREENBERGER, L.L.L.; STRIETER, R.M.
Expression and regulation of chemokines in bacterial pneumonia. J. Leukoc.
Biol., v.59, n.1, p.24-28, 1996.

STOBER, M. Aparelho respiratério. In: DIRKSEN, G.; GRUNDER, H.D;
STOBER, M. Exame clinico dos bovinos. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1993. p.139-165.

STRASSER, A.;MAY, B.; TELTSCHER, A.; WISTRELA, E.; NIEDERMULLER,
H. Immune modulation following immunization with polyvalent vaccines in dogs.
Vet. Immunol. Immunopathol., v.94, p.113-121, 2003.



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas 93

STYRT, B. Species cariation in neutrophil biochemistry and funcion. Journal of
Leukocyte biology, New York, v.46, p.63-74, 1989.

TAYLOR, J.A. Leukocyte response in Ruminants. In: FELDMAN, B.F.; ZINKL
J.G.; JAIN, N.C. Schalm’s Veterinary Hematology. 5.ed. Baltimore:
Lippincott Williams & Wilkins, 2000. p.391-404.

THRALL, M.A. Hematologia e Bioquimica Clinica Veterinaria. Sdo Paulo:
Roca, 2007. 582p.

TIZARD, I.R. Imunologia Veterinaria — Uma Introducéo. 8.ed. Sado Paulo:
Elsevier, 2009. 520p.

TRAVIS, S.M.; SINGH, P.K.; WELSH, M.J. Antimicrobial peptides and proteins
in the innate defense of the airway surface. Curr. Opin. Immunol., v.13, p.89-
95, 2001.

TRIGO, F.J. El complejo respiratorio infeccioso de I6s bovinos y ovinos.
Ciencia Veterinaria, v.4, p.1-36, 1987.

VALDIVIA-ARENAS, M.A.; AMER, A.; HENNING, L.N.; WEWERS, M.D,
SCHLESINGER, L.S. Lung infections and innate host defense. Drug Discov.
Today Dis. Mech., v.4, n.2, p.73-81, 2007.

VAN DER VLIET, A.; CROSS, C.E. Oxidants, Nitrosants, and the Lung. Am. J.
Med., v.109, n.5, p.398-421, 2000.

VENGE, P. The human eosinophil in inflammation. Agents Actions, v.29,
p.122-126, 1990.

VESTWEBER, J.G.; KLEMM, R.D; LEIPOLD, HW.; JOHNSON, D.E; BAILIE,
W.E. Clinical and pathologic studies of experimentally induced Pasteurella
haemolytica pneumonia in calves. Am. J. Vet. Res., v.51, n.11, p.1792-1798,
1990.

VIANA, L. Pesquisa de Mannheimia (Pasteurella) haemolytica e Pasteurella
multocida em ovinos clinicamente sadios e portadores de afeccOes
respiratérias na regido de Botucatu-SP. 2003. Tese de Mestrado em
Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 76p.



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

VIEIRA, F.J.B., TRIGO, T.F.J., MEZA, L.J., ROMERO, F.A., PEREZ, G.T.,
GUEMES, F.S. Serotipos de Pasteurella multocida y Pasteurella haemolytica
aislados a partir de pulmones com lesiones inflamatorias en ovinos y caprinos.
Vet. Méx., v.27, p.107-112, 1993.

VIEL, L. Structural functional correlations of the lung in horses with small
airway disease - Phd Dissertation. University of Guelph, Ontario, Canada,
1983.

WALKER, R.D.; HOPKINS, F.M.; SCHULTZ, T.W.; McCRACKEN, M.D.
Changes in leukocytes populations in pulmonary lavage fluids after inhalation of
Pasteurella haemolytica. Am. J. Vet. Res., v.46, p.2429-33, 1985.

WEISS, D.J.; KLAUSNER, J.S. Neutrophil-induced erythrocyte injury: a
potential cause of erythrocyte destruction in the anemia associated with
inflammatory disease. Veterinary Pathology, v.25, n.6, p.450-455, 1988.

WEISS, D.J.; WARDROP, K.J. Schalm’s Veterinary Hematology. 62 ed. lwoa:
Wiley-Blackwell, 2010. 1206p.

WEISS, S.J.; LOBUGLIO, A.F. Phagocytic generated oxygen metabolites and
cellular injury. Lab. Invest., v.47, n.1, p.5-18, 1982.

WELLER, P.F. Eosinophilia. J. Allergy Clin. Immunol., v.73, p.1-10, 1984.

WELLER, P.F. Immunobiology of eosinophils. The New England Journal
Medicine,v.324, p.1110-1118, 1991.

WELSH, D.A.; MASON, C.M. Host defense in respiratory infections. Med. Clin.
N. Am., v.85, n.6, p.1329-1347, 2001.

WHITWELL, K.E.; GREET, T.R.C. Collection and evolution of traqueobronchial
washes in the horse. Equine Veterinary Journal, v.16, n.6, p.499-508. 1984.

WILKINS P.A.; BAKER J. C.; AMES T. R. Doencas do Sistema Respiratorio. In:
SMITH B. Medicina Interna de Grandes Animais. Manole, Barueri-SP: 3ed.,
p.479-91, 2006.

WILSON, J.H.; LOFSTEDT, J. Alterations in respiratory function. In: SMITH, B.
Large Animal internal medicine: diseases of horse, cattle, sheep and goats.
St; Louis: C.V. Company, 1990, v.1, p.47-99.

94



Mayra Teixeira Alas Martins Referéncias Bibliogréficas

WINTROBE, M.M. Diagnostic significance of changes in leukocytes. Bulletin of
the New York academy of medicine, p.223-239, 1939.

ZAAS, AK.; SCHWARTZ, D.A. Innate Immunity and the Lung: Defense at the
Interface Between Host and Environment. Trends Cardiovasc. Med., v.15,
n.6, p.195-202, 2005.

ZHANG, P.; SUMMER, W.R.; BAGBY, G.J.; NELSON, S. Innate Immunity and
pulmonary host defense. Immunol. Rev., v.173, p.39-51, 2000.

ZINKL, J.G. In: COWEL, R.L.; TYLER, R.D. Diagnostic cytology and
hematology of the horse. 22 ed. St. Luis: Mosby, p.73-75, 2002.

ZINKL, J.G.; KABBUR, M.B. Neutrophil function. In: KANEKO, J.J.; HARVEY,
J.W.; BRUSS, M.L. Clinical biochemistry of domestic animals. 5°ed. San
Diego: Academic Press, p.285-302, 1997.

95



Artigo Cien’ciﬁco




Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico 97

Artigo: Avaliagcdo do metabolismo oxidativo de neutréfilos sanguineos e
do lavado tragueobrdénquico de ovinos sadios.

A ser enviado para publicagdo na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

ISSN: 0100-736X

Normas para publicacéo disponivel em:

http://mwww.pvb.com.br/br/instructions.pdf

Normas Para Publicacéo
INSTRUCOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletrénica,
através do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto
na versdo mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras
“pesadas”), podem ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa, ao
Dr. Jurgen Débereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa
Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000. Devem constituir-se de resultados de
pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacédo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br) e

o0 modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de

apresentacao, serdao devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short communications) sob forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de péaginas do trabalho
enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a

metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo

recebidos para submissdo somente os da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinibes e conceitos
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhaveis ou
necessarias. Os trabalhos submetidos s@o aceitos através da aprovacgao pelos pares
(peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista
(impressa e online) e distribuicdo via correio € cobrada taxa de publicacado (page
charge) no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do

envio da prova final, ao autor para correspondéncia.



Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacéo destes dois tltimos), Agradecimentos
e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho; porme-
nores de identificacéo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar 0s nomes, tanto para

facilitar sua identificacdo cientifica, como para as citacdes bibliograficas. Em muitos

casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os
demais sobrenomes:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto
P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso
Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais
curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar,
inclusive, a moderna indexacao, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo

de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAOQ’, respec-
tivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliogréfica especifica sem
gue a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacdo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre
que indicado, médias de vérias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

98



Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s0 incluira a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfa-
beticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos 0s
autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica
guando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacéo e, abreviado ou por
extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando as instru¢des do “Style
Manual for Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o
“Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Wa-
shington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragéo do texto deveréo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacéao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrucdes
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo
10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser for-
matado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo
apos as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos
fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser

introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas

perdem as informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma

gualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apés a palavra ou frase que

motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o trabalho; as notas serdo

lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os
Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissdes serédo feitas

pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes.

99



Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico

ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente em um s6 paragrafo e nao
deverdo conter citacfes bibliogréficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem

como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacdo de endereco

para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviacdes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, seréo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos nao se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras mintsculas
ao ano, em ambos. Trabalhos nao consultados na integra pelo(s) autor(es),
devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia,
“(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de
fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A menc¢do de comunicagdo pessoal e de
dados ndo publicados € feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem
do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara
virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula ap6s cada ano; a
separacdo entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas, exememplo:
(Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o
padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacao de

seus varios elementos.

3. As Figuras (gréaficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas

através de cameras digitais (com extensdo “jpg”), 0s arquivos deverdo ser enviados

como obtidos (sem tratamento ou alteragbes). Quando obtidas em papel ou outro

suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse
caso, cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo
respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de duvida, deve ser
indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos

em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das

100



Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico

convencbes adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o
uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente
em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos
por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressédo das figuras

podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto auto explicativas, com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tragos
podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos
verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando, se possivel,
com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo do Quadro

respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.

101



Mayra Teixeira Alas Martins Artigo Cientffico 102

Trabalho..........c.....

Avaliacao do metabolismo oxidativo de neutréfilos sanguineos e do lavado traqueobronquico de ovinos
sadios pelos testes de reducao do Tetrazolio Nitroazul?!
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ABSTRACT.- Martins, M.T.A., Branchini, N.S., Santarosa, B.P., Mori, C.K,, Beserra, H.E.O,, Dias, A., Gongalves, R.C.
2012. [Evaluation of neutrophil oxidative metabolism and blood bronchoalveolar lavage from healthy
sheep tests by nitroblue tetrazolium reduction.] Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento
de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu,
Distrito de Rubido Junior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brasil. E-mail: mayra.tam@gmail.com

The aim of this study was to analyze the oxidative metabolism of neutrophils in the blood and
tracheobronchial lavage (TBL) of healthy sheep (n=19). The animals were subjected to clinical examination,
blood count and cytological evaluation of TBL. The neutrophil oxidative metabolism of blood and TBL was
assessed by counting the positives cells positives of Tetrazolium Nitoblue (NBT) reduction test spontaneous (NS-
NBT) and stimulated with inactivated bacterial extract (S-NBT). The absense of pulmonary and systemic
inflammatory response was assessed by the white blood cells (WBC) counts, plasma fibrinogen and total and
differential counts of cells in the TBL. The animals in the experimental group showed all variables of hemogram
within normal values. Cytological anysis of TBL releaved averages of 62.470 cells/mL, 93,87% * 5,33% of
macrophages, 1,66 = 5,33% of lymphocytes, 0,71 * 0,9% of cylindrical epithelial cells, 0,63 * 0,74% of
neutrophils, 0,11 + 0,26% of ciliated epithelial cells and 0,03 + 0,11% of eosinophils. These results demonstrate
the occurrence of lipid peroxidation and oxidative stress in sheep carrying bronchopneumonia associated with
inflammatory responses and the accumulation of phagocytic cells. The mean percentages of blood neutrophils
with intracytoplasmic deposits of formazan were 12 + 10,61% to NS-NBT and to 27,05 + 17,49 to S-NBT. Of the
few neutrophils present in TBL, showed no NBT reduction in both tests. In this study, it was concluded that
healthy animals do not possess neutrophil reducing NBT in LTB.

INDEX TERMS: Sheep, tracheobronchial lavage, neutrophil activity.

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi analisar o metabolismo oxidativo de neutréfilos sanguineos e no lavado
traqueobronquico (LTB) de ovinos sadios (n=19). Os animais foram submetidos ao exame clinico, hemograma e
avaliacao citolégica do LTB. O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos sanguineos e do LTB foi avaliado pela
contagem de células positivas aos testes de redu¢do do Tetrazdlio Nitroazul espontianeo (NBT-NE) e estimulado
com extrato bacteriano inativado (NBT-E). A auséncia de resposta inflamatdria sistémica e pulmonar foi avaliada
pelo leucograma, fibrinogénio plasmatico e contagens total e diferencial das células do LTB. Os animais que
compuseram o grupo experimental apresentaram todas as varidveis do hemograma dentro dos valores de
normalidade. A andlise citolégica do LTB demonstrou médias de 62.470 células/mL, 93,87% * 5,33% de
macrofagos, 1,66% * 5,33 de linfocitos, 0,71% + 0,90% de células epiteliais cilindricas, 0,63% * 0,74% de
neutrdfilos, 0,11% + 0,26% de células epiteliais cilindricas ciliadas e 0,03% % 0,11% de eosinoéfilos. As médias de
porcentagens de neutrdfilos sanguineos com depdsitos de formazan intracitoplasmatico foram de 12 * 10,61
para o teste NBT-NE e de 27,05 + 17,49 para o NBT-E. Dos poucos neutrofilos presentes no LTB, nenhum
demonstrou reducdo do NBT em ambos os testes. Nas condi¢des deste estudo, concluiu-se que, animais sadios
ndo possuem neutrofilos redutores de NBT no LTB.

+
+

TERMOS DE INDEXACAO: ovinos, lavado traqueobrénquico, atividade neutrofilica.
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INTRODUCAO

Os mecanismos antibacterianos dos neutrofilos sdo classificados em dependentes e independentes de oxigénio
(Styrt 1989). Durante a fagocitose ocorre a ativagdo do metabolismo oxidativo que leva a um aumento no
consumo de oxigénio pelos neutroéfilos, gerando substincias altamente oxidantes (radical superdxido e
perdxidos). Esses produtos oxigenados gerados sdo de extrema importancia para a funcdo bactericida dos
neutrdfilos e possuem papel fundamental na destrui¢io do tecido inflamatério, uma vez que essas formas
reativas de oxigénio provocam reac¢des secundarias capazes de destruir bactérias e outras células (Babior 1978,
Zinkl & Kabbur 1997). Embora metabdlitos de oxigénio gerados pelos neutréfilos sejam necessarios para o
mecanismo de defesa antimicrobiano, estes radicais livres produzidos podem lesar o neutrofilo e o tecido ao seu
redor (Weiss & Lobuglio 1982).

Existem varios métodos de avaliacdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos, dentre eles estdo: a
determinacdo do consumo de oxigénio, habilidade de iodina¢do, quimioluminescéncia, reducdo do ferricitocromo
C, determinag¢do da atividade da mieloperoxidase, determinac¢do da 2,7-diclorofluoresceina por citometria de
fluxo (Baehner & Nathan 1968) e teste de reducdo do Tetrazolio Nitroazul (NBT) a formazan (Miller & Kaplan
1970).

O teste de reducdao do NBT é um dos mais indicados (Baehner & Nathan 1968) por ser um método
rapido, simples, de baixo custo e que nio requer isolamento celular (Gordon et al. 1973). Utilizado amplamente
na triagem em hospitais (Sara & Dwaraknath 1977) principalmente para o diagnéstico de doenga granulomatosa
cronica em criancgas (Miller & Kaplan 1970), malaria, micoplasmose e meningite viral (Babior 1978). E também
extremamente Util na determinacdo de defeitos na explosdo respiratdria em pacientes com infecgdes cronicas
recorrentes (Babior 1978) e na avaliacdo da atividade bactericida do neutrdfilo (Roth et al. 1983).

O teste do NBT pode ser considerado como mensuracio indireta da atividade microbicida dependente
de oxigénio dos neutréfilos (Gordon et al. 1975) e pode ser avaliado por meio da microscopia 6ptica ou por
espectrofotometria (Metcalf et al. 1986). O NBT é um corante amarelo claro que quando adicionado a uma
suspensdo de neutrofilos entra no vacuolo fagocitico junto com a particula ingerida, onde é reduzido pelo anion
superéxido ao formazan (Nathan 1974). A reducdo do corante pode ser avaliada a microscopia 6ptica, e assim
determinar o percentual de positivas, pelas células redutoras apresentarem um precipitado intracitoplasmatico
de azul escuro a enegrecido (Ciarlini 1998), de localizacdo heterogénea, podendo apresentar-se ligado a
membrana da célula ou no interior dos fagécitos (Nathan 1974).

Segundo Wintrobe (1939), o teste do NBT é mais confiavel que a contagem total de leucécitos como
indicativo de infeccdo bacteriana, uma vez que, condi¢cdes de estresse também podem levar a um quadro de
leucocitose. Ja as modificacbes enzimaticas detectadas na reacdo do teste NBT, que aparecem durante as
infecgdes, sdo independentes de leucocitose (Beisel 1967, Feigin et al 1971). Em um trabalho publicado por
Feigin e colaboradores (1971), pacientes com infec¢des bacterianas tiveram depoésitos de formazan aumentados
quando comparados com individuos sadios ou com outras enfermidades de origem nio bacteriana, o que faz do
teste do NBT um método simples para avaliar a capacidade bactericida dos neutroéfilos. Além disso, auxilia no
prognostico das doencas infecciosas, através da avaliacio e acompanhamento da eficiéncia da terapia
antimicrobiana (Feigin et al 1971).

Park e Good (1970) com o objetivo de evitar resultados falsos negativos, desenvolveram uma técnica
que avalia a capacidade do neutréfilo em reduzir o NBT na presenca de um estimulante a base de extrato
bacteriano inativado, conhecido como teste estimulado de redugdo do NBT (NBT- E). O teste do NBT-E
distinguem os resultados falsos negativos devido a defeitos metabdlicos dos resultados verdadeiramente
negativos associados com a auséncia de infeccdo bacteriana ativa. A extensdo da producdo do formazan pelo
fagocito em repouso é muito menor do que aquela observada durante a fagocitose.

Na medicina veterinaria, Poli e colaboradores (1973) foram os primeiros a utilizarem o teste de NBT em
cdes com doencas bacterianas e desde entio, o teste foi utilizado em diversas situagdes e diferentes espécies de
animais de grande porte, por Ciarlini e colaboradores (1997) e Laposy e colaboradores (2000) em equinos,
Borges (1998), Amorim (2002) em bovinos, Lopes e colaboradores (2003) em caprinos e Ciarlini (1998) em
ovinos.

Dentro deste contexto, sabe-se que a broncopneumonia é a doenga respiratéria mais comum em ovinos,
de carater inflamatdrio sistémico e local, acompanhada de leucocitose com neutrofilia e substituicio do
predominio das células residentes nos pulmdes (macréfagos alveolares) pelas envolvidas nos mecanismos
secundarios de defesa pulmonar (Cohen & Rossi 1983, Reynolds 1983, Walker et al. 1985, Leid & Potter 1985),
principalmente os neutrofilos (Gongalves 1997, Marcondes et al. 2011).

As anadlises do lavado traqueobronquico (LTB) fornecem dados dos agentes infecciosos, alteracdes no
numero de macréfagos alveolares (Slauson et al. 1987), bem como informagdes sobre a resposta inflamatdria
local (Gongalves 1997, Marcondes et al. 2011) de acordo com o patdgeno envolvido.

Segundo Gongalves (1997), os métodos de colheita do lavado traqueobronquico devem obedecer a
alguns preceitos metodoldgicos, tanto na realizagido, quanto no processamento do liquido obtido. A técnica ndo
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pode ser de dificil execucdo, deve ser barata, segura e desenvolvida de tal maneira, que permita o emprego a
campo pelos médicos veterinarios. O liquido do lavado tem que ser rico em células e ser representativo das
regides mais profundas do pulmao (Zinkl 2002). A sondagem nasotraqueal surgiu como método alternativo, com
custo menor que a endoscopia (Gongalves 1997) e menos traumatica que a traqueocentese.

0 LTB por via nasotraqueal pode ser realizado com o animal em posicdo quadrupedal e a cabeca e
pescoco estendidos. A sondagem é realizada com tubo guia siliconizado, introduzido através da narina e
direcionado até a por¢do mais baixa da traqueia. Por dentro desse tubo, destinada a infusdo e aspiracdo do
conteudo, uma sonda de polietileno é introduzida (Gongalves 2004). Fernandes e colaboradores (2000) e
Hewson e Viel (2002) descrevem infusdes de aliquotas estéreis de 60 mL de solugdo salina 0,9% ou solugido
fosfatada salina tamponada (PBS).

Esta técnica foi utilizada em bezerros e mais indicada para realizagdo de citologia, tendo em vista a
possibilidade de contaminacdo do material com secre¢des do trato respiratério anterior (Gongalves 2004).
Apesar de ndo muito explorada em ovinos, Marcondes e colaboradores (2011) provaram que a metodologia
descrita anteriormente mostrou-se eficiente na obtencdo de amostras das vias aéreas distais, com
representatividade celular da regido broncopulmonar a semelhanca das demais espécies estudadas (Gongalves
1997, Fernandes et al. 2000, Gongalves et al. 2004).

O estudo de animais higidos é pré-requisito para o entendimento de qualquer alteragdo patolégica.
Sugeriu-se entdo, mensurar os neutrdéfilos ativos presentes no sangue periférico e nas vias aéreas de ovinos
sadios para o conhecimento da resposta normal dos neutroéfilos frente aos testes de reducio do NBT e posterior
comparag¢ido em animais portadores de broncopneumonia, com o intuito de aprofundar os estudos da inflamagio
tecidual para melhorar a efetividade dos procedimentos terapéuticos e progndstico. Para isso objetivou-se
padronizar a técnica de reducdo do Tetrazodlio Nitroazul em formazan pelos neutrdfilos sanguineos e dos
recuperados pelo LTB de ovinos sadios.

MATERIAL E METODOS

Animais

0 trabalho foi desenvolvido no municipio de Botucatu, Sdo Paulo - Brasil (latitude 22251’S e longitude 48227"W.
Grw.). Foram selecionados 19 ovinos com idade maxima de um ano, independentemente de raca e sexo,
provenientes de propriedades do municipio e regido. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu,
Estado de Sao Paulo, Brasil (protocolo n® 153/2010 - CEUA).

Exame Clinico

Os animais incluidos no estudo foram submetidos aos exames fisico, hematolédgico e citolégico do LTB, sem
manifestarem qualquer alteragdo clinica ou laboratorial, apresentando todas as variaveis dentro dos valores
considerados de referéncia para a espécie (Jain 1993, Feitosa 2008).

Colheita e Processamento das Amostras

Durante a realizagdo das colheitas, os animais foram contidos manualmente e mantidos na posicdo quadrupedal.
A colheita de sangue foi realizada de forma asséptica, pela venopuncio da veia Jugular com sistema a vacuo, em
um total aproximado de 8mL: 5mL em tubo plastico contendo EDTA, para a realizacio do hemograma, e 3mL em
tubo plastico contendo heparina, para a realizagdo dos teste de reducdo do NBT. As amostras com EDTA foram
mantidas em temperatura ambiente até seu processamento e as para o NBT sob refrigeracdo em caixa isotérmica
com gelo.

A contagem total de leucdcitos e hemacias foi realizada em contador semi-automatico (Celm SB-190) e a
contagem diferencial dos leucdcitos ao microscdpio 6ptico, em esfregacos sanguineos corados com Giemsa. Para
a dosagem da hemoglobina foi utilizado o método da cianometahemoglobina (Kit Comercial Bioclin - Quibasa
Quimica Basica Ltda., Brasil), a mensuracido da proteina total e do fibrinogénio plasmaticos por refratometria
(Refratometro RTP-20ATC) e o volume globular pelo método do micro hematécrito (Weiss e Wardrop 2010).

A colheita do lavado traqueobronquico foi realizada pela via nasotraqueal. Para tal, a antissepsia da area
externa das narinas com alcool iodado foi realizada e uma sonda guia siliconizada com 65cm de comprimento e
0,5cm de didmetro, com a extremidade lubrificada com Lidocaina gel, foi introduzida pelo vestibulo nasal e
meato nasal médio até a orofaringe. Ao tocar a epiglote, a sonda foi direcionada para a laringe e traqueia
progredida até a regido da Carina. A presenca da sonda no trato respiratorio foi confirmada por sinais clinicos
como: desconforto, meneios de cabega, saida de ar pela extremidade da sonda guia e tosse. Entdo, a sonda guia
foi fixada manualmente e introduzida uma sonda de polietileno, com 85cm de comprimento e 0,3cm de diametro,
acoplada a uma agulha 40X16 sem bisel. Com uma seringa estéril de capacidade de 60mL, acoplada a sonda de
polietileno, foram infundidos de 25 a 40mL de solugido salina isotonica comercial estéril e apirogénica e
imediatamente aspirados. As aspira¢des foram realizadas de forma progressiva e repetidamente a medida que a
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sonda era retirada. Apds a obtencdo do lavado, a sonda de polietileno era tracionada para que permanecesse
dentro da sonda guia e entdo, o conjunto removido. O liquido do lavado traqueobronquico obtido foi
acondicionado em tubos de ensaio de polipropileno, com capacidade de 15 ou 50mL, devidamente identificado e
armazenado em caixa isotérmica com gelo por no maximo duas horas até o seu processamento.

Avaliacao citoldgica do lavado traqueobréonquico

O liquido do lavado traqueobrénquico foi processado no Laboratdério de Patologia Clinica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP, campus de Botucatu, e a realizacdo dos estudos citolégicos. O LTB foi
centrifugado em tubos de polipropileno tipo Falcon de 14mL, a 3500 rpm, por 6 minutos a 5°C. O sobrenadante
foi desprezado até que permanecessem no tubo apenas 0,5mL, composto principalmente pelo pellet celular,
ressuspendido em volume fixo de 2mL de solucdo salina isotonica comercial estéril e apirogénica. A impressao
celular de 6 mm de diametro em laminas histoldgicas de vidro com extremidade fosca foi obtida por meio de
citocentrifugacdo de 200puL do lavado traqueobrdnquico a 89xG por cinco minutos. Imediatamente apds a
citocentrifugacdo, as laminas foram fixadas e coradas pelos métodos de Shorr e Panédtico rapido, para
identificacdo e contagem celular (Koss 1992). A contagem do niimero total celular foi realizada em camara de
Neubauer, sem a utilizagdo de corantes. Para isso, o lavado traqueobronquico acondicionado em tubo de ensaio
de polipropileno foi homogeneizado em agitador de tubos, por 10 segundos e a cimara preenchida em seguida.
Foram utilizados todos quadrados da camara, em analogia com a técnica descrita para contagem de leucécitos. O
numero total de células encontrado foi multiplicado por 1,1 (fator de correcao), fornecendo o niimero total de
células por microlitro de lavado, segundo Coles (1984) e esse valor encontrado, multiplicado por 103 para
obten¢do do valor em células/mL. Foram analisados, para cada animal porcentagens de células epiteliais
cilindricas, células epiteliais ciliadas, macréfagos, neutréfilos, linfocitos e eosinéfilos em um total de 200 células
contadas em microscépio dptico comum, em aumento de 400 vezes.

Testes de reducio do Tetrazolio Nitroazul

Para avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos foram empregados os testes de reducdo do tetrazolio
nitroazul (NBT) estimulado (NBT-E) e o ndo estimulado (NBT-NE) no maximo duas horas apds a colheita, pelo
método citoquimico descrito por Park e Good (1970), utilizando-se reativo comercial (NBT vial, catalog No. 840-
10, Sigma Diagnostic, St. Louis, USA).

Para tal, foram transferidas a tubos eppendorff com capacidade de 0,5mL, partes iguais de sangue e da
solucdo de NBT, sendo 25uL para o teste ndo estimulado (NBT-NE) e, para o teste estimulado (NBT-E) 25uL
acrescidos de 2,5pL de estimulante (extrato bacteriano inativado). Ap6s homogeneizacdo por pipetagem da
amostra e reagentes, os frascos foram incubados por dez minutos a 37°C em banho-maria e a temperatura
ambiente por outros dez minutos. Imediatamente apds, os esfregacos eram confeccionados e corados com
Panético rapido. Para a leitura, foram contados 100 neutrdéfilos por amostra, em microscépio com aumento de
1000X para ambos os testes, discriminando-se o percentual de células NBT positivas e negativas, conforme a
apresentacdo ou ndo de formazan intracitoplasmatico (NBT reduzido).

Os testes realizados no LBT seguiram mesmo protocolo, porém sendo 50uL para o teste nao estimulado
(NBT-NE) e, para o teste estimulado (NBT-E) 50uL acrescidos de 5pL de estimulante (extrato bacteriano
inativado). Apés o término do protocolo, as laminas eram confeccionadas por citocentrifugacdo a semelhanca do
supramencionado e coradas com Panético rapido.

RESULTADOS

No exame clinico dos animais sadios, as médias da temperatura retal (°C), frequéncia respiratéria (mpm) e
frequéncia cardiaca (bpm) apresentaram-se todas dentro dos valores de referéncia para a espécie, sendo seus
valores respectivamente de 39,2 + 0,42, 36,2 +9,93 e 74,3 + 12,81.

Os componentes do hemograma: contagem total de eritrécitos, concentragdo de hemoglobina, volume
globular e plaquetas serviram como critérios de selecdo dos animais para o experimento. As médias das demais
variaveis foram: 336,84 + 153,52mg/dL de fibrinogénio, 9105,26 + 2289,22 leucdcitos totais/pL, 2526,74 *
1103,22 segmentados/pL, 341,80 + 446,17 eosinéfilos/uL, 5773,84 + 1776,06 linfocitos/pL, 450,16 + 276,81
mondcitos/uL e 12,74 + 31,04 basoéfilos/pL (Quadro 1).

Os animais submetidos a sondagem nasotraqueal demonstraram resisténcia ao procedimento, meneios
de cabeca, desconforto a passagem da sonda mesmo lubrificada com lidocaina gel, saltos e tentativas de coices e
como complicagdes decorrentes do procedimento e exclusdo do experimento, o sangramento nasal e
recuperacdo de volume insuficiente de amostras traqueobronquicas para processamento. As concentragoes
individuais do lavado traqueobrénquico variaram de 13.200 a 212.300 células/mL e a média do grupo foi de
62.470 células. Houve predominio massivo de macréfagos (93,87% = 5,33%), corroborando com os demais
autores (Cohen & Rossi 1983, Reynolds 1983, Walker et al. 1985, Leid & Potter 1985, Marcondes et al. 2011). Na
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sequéncia vieram os linfécitos (1,66% =* 5,33), células epiteliais cilindricas (0,71% * 0,90%), neutroéfilos (0,63%
+ 0,74%), células epiteliais cilindricas ciliadas (0,11% * 0,26%) e eosindfilos (0,03% * 0,11%) (Quadro 2).

As porcentagens médias de reducdo do NBT sanguineo foram de 12 + 10,61% no teste ndo estimulado e
27,05 + 17,49% no teste estimulado. Nao foram observados neutréfilos ativos no LTB para ambos os testes
(NBT-NE e NBT-E) (Quadro 3).

DISCUSSAO

Os animais do presente estudo nido apresentaram sinais clinicos compativeis com doencas sistémicas (Feitosa
2008).

O perfil hematolégico e bioquimico do sangue costuma ser utilizado para acessar o estado fisiol6gico dos
animais (Campbell 2004). No presente estudo a realizacdo do hemograma associado a determinagdo da proteina
total e de fibrinogénio plasmatico foi 1util para confirmacdo da higidez do grupo, uma vez que todos os
pardmetros hematoldgicos e bioquimicos analisados mantiveram-se dentro dos valores de referéncia para a
espécie (Jain 1993).

O leucograma é o recurso laboratorial mais comumente utilizado para avaliagdo dos processos
inflamatoérios (McSherry et al. 1970, Ek 1972). As médias das variaveis confirmaram a auséncia de doenca
inflamatoria sistémica no grupo.

O teste da reducao do Tetrazoélio Nitroazul (NBT) foi um método desenvolvido para a determinacido da
atividade oxidativa, bem como a detec¢ao de anormalidades do metabolismo fagocitico. Se ha reducdo do NBT no
interior dos neutroéfilos e consequentes depdsitos de formazan intracitoplasmaticos, indica normalidade na
ingestdo e capacidade bactericida celular (Baehner & Nathan 1968). Bohland e colaboradores (2008) em seu
estudo sobre influéncia do tempo de processamento e resultados do metabolismo oxidativo de
polimorfonucleares bovino, concluiram que o tempo maximo ideal é de 2 horas ap0s a coleta, permanecendo as
amostras sanguineas sob baixas temperaturas. O presente estudo respeitou os preceitos supracitados.

Park e Good (1970) desenvolveram o teste estimulado com extrato bacteriano inativado para diferenciar
reacoes negativas por defeitos metabdlicos da auséncia de infec¢ado bacteriana ativa. Os animais apresentaram ao
teste estimulado (NBT-E) variagdo de 2 a 55% de respostas neutrofilicas positivas e média de 27%.
Comparando-se as porcentagens dos testes, houve aumento dos neutroéfilos ativos a presenga do extrato
bacteriano inativado de aproximadamente 15%. Poli e Mantelli (1974) estudaram, em animais clinicamente
sadios de diversas espécies, a capacidade dos neutroéfilos reduzirem o NBT. Os valores medianos, para ovinos, do
percentual de neutréfilos sanguineos redutores de NBT encontrado por esses autores foi de 14%. As
porcentagens de neutroéfilos positivos ao teste ndo estimulado dos animais do presente estudo variaram de 0 a
38%, sendo a média de 12%, portanto dentro do valor de referéncia. Entretanto, em experimento com
metodologia bastante semelhante, Afonso et al. (2002) encontrou valores medianos de atividade de neutréfilos
sanguineos positivos ao teste de NBT em ovinos de 6% e 10%, sem e com tratamento com monensina sddica
respectivamente. Ciarlini (1998) observou a variacao de positividade ao mesmo teste de 0 a 56% em ovinos das
racas Suffolk e Ideal em diferentes momentos. Camargo e colaboradores (2010) relataram neutroéfilos ativos de
ovinos sadios entre 8,40%+4,56% a 11,60%+3,28% para o teste ndo estimulado e 9%+4,35% a 12,8%+4,14%
para o teste estimulado, submetidos a diferentes dietas.

Nos testes de atividade fagocitaria, NBT-NE e NBT-E, no LTB, ndo houve redu¢do do NBT em nenhum
dos animais. Ciarlini e colaboradores (2004), afirmam que nos testes colorimétricos de reducdao do NBT, o
processo de lavagem para isolamento dos neutrofilos pode alterar os receptores de membrana responsaveis pela
ativagdo do metabolismo oxidativo, além de tornar a célula isolada isenta da influéncia de importantes
componentes celulares e plasmaticos contidos no sangue total. Muniz-Junqueira e colaboradores (2003)
também relatam que o manuseio das células pode interferir diretamente na resposta dos fagocitos frente aos
testes de fagocitose ou producdo de superdxido. Uma vez que, no presente estudo, as células recuperadas pelo
LTB foram manipuladas com o intuito de aumentar a concentragdo do LTB, ou seja, maior quantidade de células
por microlitro, podem ter sofrido alteragdes na expressdo dos receptores na membrana. Porém, a auséncia de
neutrdéfilos NBT-redutores era esperada uma vez que os animais além de apresentarem poucas dessas células no
recuperado, ndo manifestavam quaisquer sinais de comprometimento do trato respiratorio.

As pesquisas sobre metabolismo oxidativo de neutrdfilos pelo uso dos testes de redu¢do do NBT além de
escassas e contraditorias, especialmente na espécie ovina, apresentam diferentes particularidades
metodoldgicas, culminando com divergéncias de resultados.

Concluiu-se que animais sadios apresentam os valores de neutrdéfilos redutores de NBT, tanto no teste
estimulado quanto no espontaneo, dentro dos valores de referéncia ja descritos para a espécie e que nao ha
atividade neutrofilica no LTB de animais que nido apresentam comprometimento pulmonar.
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Quadro 1 Variaveis leucométricas e fibrinogénio plasmatico no sangue periférico de ovinos sadios
Botucatu/SP, 2012 (média, desvio padrio, mediana e valores minimos e maximos)

L Fibrinogénio Leucdcitos Segmentados L Linfécitos Mondcitos Basodfilos

Varidveis . Eosindfilos (uL
(mg/dL) totais/y (ul) los bul) " () (u) (ul)
. 9105,26 + 2526,74 + 341,80 + 5773,84 + 450,16 +
. , : , ) }

Média + sd 336,84 + 153,52 228922 110322 446,17 1776,06 276,81 12,74 + 31,04
Mediana 400 8800 2376 116 5544 414 0
Mdximo 600 12400 5390 1776 9394 1023 98
Minimo 100 4600 1334 0 2852 0 0

18d: Desvio padrdo

Quadro 2 Variaveis do lavado traqueobronquico de ovinos sadios Botucatu/SP, 2012 (média,
padrio, mediana e valores minimos e maximos)

desvio
Total de Células Células
Varidveis células epiteliais epiteliais Macréfagos  Neutréfilos Linfécitos Eosindfilos
nucleadas ciliadas e Pt o (%) (%) (%) (%)
(x103/mL) (%) cilindricas (%)
‘g 62,47 +
Média * sd! 4770 0,11 +0,26 0,71 £ 0,90 93,87 £ 5,33 0,63 +0,74 1,66 + 5,33 0,03+0,11
Mediana 49,5 0 0,5 98 0,5 0 0
Mdximo 212,3 1 2,5 100 3 23,5 0,5
Minimo 13,2 0 0 75,5 0 0 0
18d: Desvio padrdo

Quadro 3 Valores de atividades neutrofilicas aos testes, estimulado (NBT-E) ou niao (NBT-NE), com

Tetrazdlio Nitroazul no sangue periférico e no lavado traqueobrénquico (LTB) de ovinos sadios
Botucatu/SP, 2012 (média, desvio padrio, mediana e valores minimos e maximos)

Varidveis NBT-NE sanguineo NBT-E sanguineo NBT-NE e NBT-E LTB
Média * sd! 12+10,61 27,05+ 17,49 0+0
Mediana 10 29 0
Mdximo 38 55 0
Minimo 0 2 0
18d: Desvio padrdo
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ANnexo — Protocolo de Exame Clinico (ficha individual)
Identificacdo:
Raga: Sexo: | Idade | Escore corporal:
Parametros vitais: FC: bpm | FR: mpm | Temp: oC
Atitude: Mucosas: | Linfonodos: | Estado Nutricional:
Sistema Respiratorio:
INSPECAO
Muflo normal ressecado
Narinas NDN hiperémicas
Secregdo nasal ausente presente unilateral bilateral
Cor Aspecto odor
Ar expirado unilateral bilateral
normal diminuido
Laringe NDN hiperémica paralisia ruido laringotraqueal
aumentado
Traqueia NDN crepitagao
Reflexo da Tosse: negativo positivo tosse seca
tosse produtiva
Pulmao Tipo respiratorio: eupneia dispneia inspiratdria
expiratéria
mista
Postura normal ortopneica
AUSCULTACAO | Crepitagdo fina ausente lado direito lado esquerdo
presente
1 1
Crepitacdo grossa ausente lado direito lado esquerdo
presente
e L
Ronco ausente presente
Sibilo ausente lado direito lado esquerdo
presente
1 1
Ruido NDN lado direito lado esquerdo
traqueobronquico aumentado
1 1
Ruido NDN lado direito lado esquerdo
broncobronquiolar aumentado
e ]
Propagacdo cardiaca NDN lado direito lado esquerdo
aumentado
~ ] L]
Area de siléncio: presente lado direito lado esquerdo
ausente
L e
Roce Pleural presente lado direito lado esquerdo
ausente
1 L1

Observagoes
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