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MARCONDES J. S. Estudo clinico-citolégico em ovinos sadios e
portadores de afeccdes respiratérias de ocorréncia natural, utilizando-se
o lavado traqueobrénquico como auxilio diagndstico. Botucatu, 2007.
107p., Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Os estudos das secrecfes traqueobrénquicas sdao amplamente utilizados nas
pesquisas de condicOes patoldégicas pulmonares nas diversas espécies
animais, inclusive no homem. Os objetivos desta pesquisa foram a viabilizac&o
da técnica de colheita de lavado traqueobrdnquico na espécie ovina e o estudo
da relacdo clinico-citolégica do lavado de ovinos portadores de afeccoes
respiratorias e clinicamente sadios. Foram utilizados neste estudo 19 ovinos
sem sintomatologia respiratéria e 23 portadores de enfermidade respiratéria
com sinais clinicos e envolvimento de vias aéreas, divididos nos respectivos
grupos. Apds o exame fisico foi realizado o lavado traqueobrdénquico por via
nasotraqueal. A colheita do lavado foi feita com a inoculacdo e aspiracdo de
solucdo fisiologica estéril. As amostras foram processadas citologicamente
através de citocentrifugacéo e coradas pelos métodos Giemsa, Shorr e Gram.
Nos animais sadios notou-se predominio de macrofagos, seguido por células
epiteliais cilindricas, neutrofilos e linfocitos. No grupo de animais doentes
notou-se reducdo no numero de macrofagos e aumento da frequéncia
cardiaca. Embora néo tenha ocorrido diferenca estatistica significativa entre os
grupos avaliados, notou-se tendéncia ao aumento de neutréfilos nos animais
doentes. A técnica estudada mostrou-se eficaz na obtencdo de fluidos
traqueobrdonquicos, por ser de facil realizacdo por médicos veterindrios no
campo, pouco dispendiosa, e obter material representativo da regido

tragueobrdnquica.

Palavras chave: ovinos, afeccbes respiratorias, lavado traqueobrdnquico,

citologia.
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MARCONDES J. S. Clinical and cytological study in healthy and ovine with
natural lung disease, by using the tracheobronchial lavage as support
diagnoses. Botucatu, 2007. 107p., Masters Dissertation - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

The studies of the tracheobrochial secretions are very useful in the research of
the lung pathological conditions in different animal’s species and in humans.
The purposes of this research are to enable the collection technique of the
tracheobronchial lavage in ovine and the study of the clinical cytology
relationship of the lavage in ovines with respiratory disease and clinically
healthy. In this study there were used 19 ovines without respiratory symptoms
and 23 with respiratory disease with symptoms and airway involvement,
separated in respective groups. After physical examination the tracheobronchial
lavage was performed by nasotracheal via. The tracheobronchial lavage was
performed by injection and aspiration of sterile saline. Cytology of the samples
was proceeding by centrifugation and collored by Giemsa, Shorr and Gram
methods. In the healthy animals was noted prevalence of macrophages,
followed by cylindric epithelial cells, neutrophils and lymphocytes. In the ill
animals group there was reduction in the macrophages and higher heart rate.
Despite there was no considerable statistic difference between the analyzed
groups, a tendency in the increase of the neutrophils number in the ill group
was noted. The evaluated technical showed itself to be efficient to obtain
tracheobronchial fluid, considering its easy proceeding by veterinarians in the
field, no expensive and obtaining representative volume of the samples from the
tracheobronchial region.

Key words: ovine, respiratory disease, tracheobronchial lavage and cytology.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira registra expressivo crescimento. Atualmente
cerca de 15 milhdes de ovinos em todo o pais, sendo que no estado de Séo
Paulo estdo cerca de 300 mil ovinos, segundo dados do IBGE (2006) e da
Associacdo Paulista dos Criadores de Ovinos (ASPACO), com grande
concentracdo na regiao de Botucatu e Sdo Manuel.

Dessa forma, as atividades vém crescendo nos ultimos anos no Estado
de Sé&o Paulo, tanto pelo aumento efetivo dos rebanhos quanto pelo incremento
do numero de propriedades rurais destinadas a atividade. O rebanho de
caprinos e ovinos em 1996 era de 64,9 mil e 257,4 mil cabecas,
respectivamente. Em 2005, passou a 82,1 mil cabecas de caprinos (aumento
de 26,5%) e 324,7 mil cabecas de ovinos (aumento de 26,1%). Este fato
também pode ser confirmado pelo investimento em reprodutores e matrizes de
comprovado mérito genético (OJIMA et al., 2006).

Nos ultimos anos, a ovinocultura no estado de S&o Paulo abandonou a
condicdo periférica para constituir-se na principal exploracdo econémica de
muitas propriedades rurais, e ja desponta como atividade agropecuaria

importante no contexto econémico do Estado.
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Junto com o crescimento populacional e a intensificacdo na produtividade,
surgiram diversas doencas, principalmente naqueles animais mantidos em
sistemas de confinamento. Nestes tipos de criagdo, 0 estresse ambiental
relacionado a alta taxa de lotacdo predispde ao aparecimento de doencas
respiratorias. Essas alteracdes estdo entre as principais causas de mortalidade
nessa espécie, variando de 10 a 40% nos animais adultos (VIEIRA et al., 1993)
e 17% nos jovens (ROOK et al., 1990).

Atualmente, as doencas respiratorias séo consideradas sério problema de
sanidade apresentando altos indices de morbidade e mortalidade, além das
perdas econbmicas representadas pela menor conversao alimentar, retardo no
ganho de peso e gastos com diagnostico e tratamento (AL-SULTAN et al. 1988;
KIMBERLING, 1988; RAO et al.,, 1993; DIMRI et al., 1994; MARTIN, 1996).
Segundo Martin (1996), a pasteurelose é a enfermidade respiratoria que
ocasiona maiores prejuizos a industria ovina.

Dentre as enfermidades respiratérias mais comuns na espécie ovina,
relata as de origem bacteriana como Pasteurella haemolytica, a pneumonia
enzodtica causada pelo Mycoplasma ovipneumoniae e as viroses respiratorias,
que tem como agentes o virus da Parainfluenza tipo 3, Adenovirus, Virus
Sincicial Respiratorio, Herpes virus ovino e caprino e a Pneumonia Progressiva
Ovina (PPO) causada por um lentivirus ndo oncogénico da familia retroviridae,
também, conhecido como maedi (PUGH, 2005).

Tendo em vista a importancia desses problemas, faz-se necessario a
obtencdo de um grande numero de informag¢des semioldgicas para melhor
acuracia diagnéstica, especificamente visando a gravidade do processo para
que medidas terapéuticas e profilaticas sejam instituidas prontamente. Com
essa finalidade, as secrecfes traqueobrénquicas estdo sendo cada vez mais
pesquisadas e associadas ao exame clinico para auxilio diagnéstico, tanto
citolégico quanto microbiologico das vias aéreas.

Hunninghake et al. (1979), aludem que o lavado broncoalveolar pode ser
usado no estudo dos mecanismos inflamatérios e imunes das estruturas
alveolares do homem, pois células do sistema imune, células inflamatdrias e
proteinas relacionadas estdo presentes em toda estrutura alveolar e

representam o pulméao como um todo.
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Nos animais, o estudo das secrecfes do trato respiratorio inferior &
utilizado ha décadas, tanto na pesquisa, como Goérin et al. (1979) avaliando a
concentracdo de classes de imunoglobulinas em compartimentos pulmonares
de ovinos, entre outros Corstvet et al., 1982; Saltini et al., 1984; Baughman, et
al. 1986; McGorun et al., 1993; Collie et al., 1999; Mori et al., 2001, quanto na
pratica clinica para o auxilio diagnostico (DERKSEN et al., 1985; FORGATY &
BUCKLEY, 1991; PADRID et al., 1991; VAIL et al.1995; MANSMANN & KING,
1998; SWEEWNEY & BEECH, 1991; GONCALVES et al. 2004).

Através da técnica de quantificacdo e analise dos tipos celulares
recuperados em amostras do trato respiratorio inferior € possivel avaliar o grau
da lesdo das vias aéreas inferiores. Tais informacfes s&o usadas nho
estabelecimento do diagnéstico (GONCALVES et al., 1990; BARROS et al.,
1994; GONCALVES, 1997), avaliacdo da intensidade de alveolites e avaliar a
efetividade do tratamento (COUETIL et al., 2001).

Além do diagnéstico pelo exame clinico, o estudo citologico é importante
para a determinacéo etiol6gica das doencas respiratérias em diversas espécies
animais (WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989; GONCALVES,
1997; GONCALVES et al., 2004). O aspirado traqueal € freqiientemente usado
para auxilio no diagnéstico das alteragbes do trato respiratério de equinos
(FORGARTY, 1990), e de bovinos (BARROS et al.,, 1994; GONCALVES,
1987).

A lavagem broncoalveolar foi adaptada para uso em equinos por Viel
(1983), demonstrando boa correlagéo entre a citologia e a histologia pulmonar
nesses animais, sendo um dos métodos mais utilizados (WHITWELL &
GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989). Atualmente o seu amplo uso é
justificado por oferecer diagndstico rapido e resultados confiaveis. Além deste
método de colheita, a sondagem nasotraqueal também é utilizada, com custo
menor que a endoscopia e se presta ao estudo citolégico do lavado
tragueobrdonquico em animais de producdo (GONCALVES, 1997).

Nos ovinos, a literatura é escassa (ROLA- LESZCZYNSKI et al., 1981) e
ndo se tem conhecimento de citagdes nacionais quanto a citologia do aparelho
respiratério, com o intuito da caracterizacdo do processo ou como auxilio

diagnéstico.
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Estudos tém reportado que a citologia do sistema respiratorio €
extremamente importante na diferenciagdo entre processos infecciosos,
alérgicos, parasitarios e neoplasicos além de contribuir significativamente na
escolha da terapia (BEECH, 1981).

A utilizacdo da técnica de colheita do lavado traqueobrénquico em ovinos
ainda nado é explorada. No entanto, como nas outras espécies (GONCALVES,
1997; FERNANDES et al., 2000; GONCALVES et al., 2004), deve ser util para
o diagnostico e prognéstico de enfermidades do trato respiratorio.

Devido a alta ocorréncia dos problemas respiratorios nesses animais, faz-
se necessario o estudo de um método auxiliar que complemente o diagndstico
clinico, como a citologia, que €, sobretudo um método de baixo custo, facil
aplicacdo e pouco traumatica. A lavagem traqueobrénquica colhida por via
nasotragueal enquadra-se nesse perfil para a espécie ovina.

Considerando-se a importancia dos prejuizos causados pelas doencas
respiratérias em ovinos e a limitagdo de informac6es sobre a citologia de vias
aéreas desta espécie no Brasil, 0 presente estudo procurou estabelecer uma
metodologia adequada a espécie e correlacionar a sintomatologia clinica e os
achados citolégicos, através do lavado traqueobrénquico por via nasotraqueal,
em animais sadios e portadores de afeccdes respiratorias naturalmente

acometidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As doencas respiratérias sdo um dos mais graves problemas de sanidade
enfrentados na ovinocultura, tendo como etiologia bactérias, virus, metazoarios
e neoplasias (AL-SULTAN et al., 1988; KIMBERLING, 1988; DUNBAR et al.,
1990).

As enfermidades respiratdrias causadas pela Mannheimia (Pasteurella)
haemolytica e Pasteurella multocida sdo consideradas as mais importantes
doencas respiratorias de origem bacteriana dos ruminantes domeésticos,
comuns em todas as partes do mundo. Os surtos frequentemente levam a
grandes perdas econdmicas, decorrentes de alta mortalidade, taxa de
crescimento reduzida, condenacdo das carcacas nos abatedouros, além dos
custos com medicacdo e mao-de-obra associadas ao tratamento (GILMOUR et
al., 1991a; VIANA, 2003).

Atualmente esta doenca estd ocupando lugar de destaque entre as
doencas consideradas emergentes e com grande importancia na exploracao da
pecuaria mundial (FIGUEIREDO, 1997). Para uma avaliacdo paramétrica, a

pasteurelose causada por M. haemolytica € responsavel por 30% das mortes



Julio Simdes Marcondes Revisao de Literatura 8

de bovinos no mundo, com perdas econdmicas acima de um bilhdo de dolares,
somente na Ameérica do Norte (GRIFFIN, 1997). Por outro lado, ndo estdo
disponiveis as estimativas mundiais sobre as perdas econdmicas em ovinos
(BROGDEN et al., 1998a), uma vez que muitos surtos ndo sao relatados
(MARTIN & AITKEN, 1991), especialmente no Brasil.

Outros agentes, como os virus Parainfluenza-3 (PI-3) e adenovirus, sao
considerados 0s maiores causadores de doencas respiratérias virais em
ovinos, sendo mais frequentemente isolado o PI-3 (MARTIN, 1996) que é
considerado o agente mais importante para predisposicdo de pneumonia por
Pasteurela (PUGH, 2005).

Nas pneumonias verminéticas, o Dictyocaulus filaria sabidamente provoca
bronquite em ovinos e caprinos, sendo considerado o agente mais patogénico
(KIMBERLING, 1988; MANSFIELD et al., 1993; BELKNAP 2005). Belknap
(2005), refere o Muellerius capillaris como o0 mais comum € 0 menos
patogénico e Prostostrongylus rufescens com patogenicidade intermediaria
(MANSFIELD et al., 1993; BOULJIHAD et al., 1995).

Nos ultimos anos, os estudos das doencas do trato respiratorio de
pequenos ruminantes progrediram consideravelmente. Sua etiologia esta
sendo intensivamente estudada, apesar de que no mundo todo, as publicacdes
sobre ovinos sejam escassas (BROGDEN et al., 1998a).

Para que se possa diagnosticar o processo respiratério com mais
acuracia é necessaria a obtencdo do maior numero de dados semioldgicos, e a

utilizagcéo de alguns exames complementares.

2.1 ExamMmE CLiNICO

O diagnéstico e o controle das doencas dos animais de producdo séo
dependentes dos resultados do exame clinico dos animais na fazenda e do
exame cuidadoso do ambiente e das técnicas de manejo. Isso significa que o
médico veterinario deve obter uma historia precisa e valiosa jA na primeira
visita a um animal ou grupo de animais, e conduzir o exame clinico de maneira
a fazer um diagnéstico acertivo, de forma que o tratamento e as medidas de
controle possam ser instituidos o mais rapido possivel (RADOSTITS et al.,
2002).
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O primeiro passo e 0 mais importante na abordagem diagnostica € o
exame clinico, sendo que a anamnese é realizada ao longo desse processo,
por meio do questionamento do proprietario ou do acompanhante do animal
(GONCALVES, 2004). Uma anamnese bem feita representa 50% do
diagnéstico, (GONCALVES, 2004). Deve ser associada a inspecao, palpacéo,
percussado, auscultacdo e olfagdo, métodos semioldgicos de diagnostico que,
quando realizados de maneira correta, tornam-se insubstituiveis por quaisquer
exames complementares, chegando, o exame clinico, a ser encarado como
arte por alguns autores (WILSON, 1992; REBHUN et al., 2000).

Uma anamnese adequadamente obtida deve revelar a ocorréncia de
problemas respiratérios e diferenciar o caso isolado dos coletivos e, nestas
condicdes, estabelecer os indices de morbidade e de letalidade, e o nivel de
comprometimento do rebanho (RADOSTITS et al., 2002). Outros pontos
importantes sdo as informacdes sobre o inicio do processo, o tempo de
evolucdo e os fatores predisponentes (GARCIA et al.,, 1996; ANDREWS,
1992a; RIBBLE et al., 1995; RADOSTITS et al., 2002), entre eles, o tipo de
habitacdo (BREEZE, 1985b) e de manejo do rebanho (BEECH, 1991a;
PRINGLE, 1992; WILSON & LOFSTEDT, 2006). Informacfes relacionadas ao
inicio do processo, o tipo e o tempo de evolugcdo auxiliam a verificacdo da
gravidade do caso (GONCALVES & BARIONI, 2000).

A anamnese do sistema respiratério deve incluir questionamentos quanto
a presenca de corrimento nasal anormal, tosse, ambiente e tratamento, assim
como, espirros, dispnéia e outros sinais respiratérios (GARCIA et al., 1996;
GONCALVES, 2004; WILSON & LOFSTEDT, 2006).

Devem ser levantados fatores estressantes recentes como transporte,
cirurgia, manejo extenuante, desmama, participacdo em exposicdes (GARCIA
et al., 1996; GONCALVES & BARIONI, 2000; DIFFAY et al., 2005; WILSON &
LOFSTEDT, 2006), vacinacao, castracdo, descorna e medicacao liquida por via
oral sdo da mesma forma importantes (DIFFAY et al., 2005). Garcia et al.,
(1996), informam que deve ser pesquisado o estado geral do rebanho,
verificando-se as condi¢bes de confinamento (lotacdo, umidade, mistura de
animais de idades diferentes). Wilson & Lofstedt (2006), referem que deve-se

avaliar o tipo de alojamento ou pastejo, particularmente com respeito ao
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espaco aéreo do ambiente, ventilacdo, sanidade, densidade de ocupacéo,
poeira, sombra e abrigos.

O exame semiologico direcionado deve completar o diagndéstico,
confirmando a localizacdo do processo (GONCAVES & BARIONI, 2000). Em
particular, no caso das broncopneumonias, os sinais clinicos devem estar
relacionados as vias aéreas baixas ou posteriores (BREEZE, 1985a) e ao
parénquima pulmonar.

Ja na inspecdo do rebanho, a presenca de um animal isolado pode ser
indicio de anormalidade, tendo em vista que 0S ovinos apresentam instinto
gregéario muito forte (DIFFAY et al., 2005). A avaliacdo do animal a distancia é
fundamental para avaliar o sistema respiratério como parte do exame fisico
(GONCALVES, 2004).

Segundo Feitosa (2004), a observacdo do animal permite ao clinico a
obtencdo de inimeras informacdes Uteis ao diagndstico. As caracteristicas
respiratérias, como atividade respiratoria (eupnéia ou dispnéia), ritmo
respiratorio, tipo respiratério (costoabdominal, predominantemente abdominal
ou respiracdo do tipo costal), a frequéncia respiratoria e a inspecdo nasal
devem ser avaliadas neste momento (GONCALVES, 2004). O aumento da
freqUuéncia respiratoria, afastadas as possibilidades de excitagdo fisica ou
psiquica (STOBER, 1993), e aumento do esforco respiratorio & medida que o
animal se movimenta € forte indicio de que ha enfermidade respiratoria com
comprometimento das trocas gasosas (RADOSTITS et al., 2002).

A freqUéncia respiratéria normal em ovinos em geral varia de 12 a 20
movimentos por minuto (mpm) (RADOSTITS et al, 2002; WILSON &
LOFSTEDT, 2006), podendo, segundo Gongalves (2004), apresentar pequena
variacdo entre ovinos adultos (20 a 30 mpm) e cordeiros (36 a 48 mpm). A
temperatura varia de 39 a 40°C para ovinos jovens e 38,5 a 40°C para adultos
e a frequiéncia cardiaca para adultos é na faixa de 90 — 115 batimentos por
minuto, (FEITOSA, 2004).

Séo indicativos de alteracdes do aparelho respiratério a observacao de
tosse e a resposta positiva ao reflexo de tosse (através do beliscamento ou
atrito manual nos primeiros anéis traqueais, ou obliterando temporariamente o
ar inalado), traduzindo a presenca de irritacdo da laringe e traquéia

(GONCALVES, 2004), podendo ser uma das manifestacdes iniciais da doenca
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(PRINGLE, 1992). Wilson & Lofstedt (2006), definem a tosse como a expulsdo
subita, forcada e ruidosa de ar pela glote para a eliminacdo de muco, particulas
e outros materiais da arvore traqueobrdnquica.

Segundo Goncgalves (2004), a tosse seca e constante indica alteracao
inflamatoria nas vias aéreas anteriores como nas faringites, laringites e também
nas traqueites, ja a tosse Umida ou produtiva esta relacionada ao aumento de
exsudato broncopulmonar, como nas broncopneumonias, devido a
movimentacédo do liquido pelas vias aéreas através da respiracdo. O corrimento
nasal se relaciona tanto a inflamacgéo local da mucosa (BRYSON et al., 1979;
BRYSON, 1985; BELKNAP, 1993; CRANDELL, 1993), quanto a secrecdo de
origem brénquica e pulmonar (STOBER, 1993; RADOSTITS et al., 2002;
WILSON & LOFSTEDT, 2006).

O trato respiratorio posterior avaliado através da auscultacdo e
percussdo, na espécie ovina, deve ser realizada ao longo dos espacos
intercostais, delimitados, segundo Garcia et al., (1996), por bordos costais,
sendo que o bordo caudal da projecéo topografica do pulméao € delimitado por
uma linha que vai da parte dorsal do 11° espaco intercostal até a parte ventral
do 5° espaco intercostal, correspondendo grosseiramente a parte toracica
indicada pelo olécrano do membro. Desta forma, apenas um terco do gradil
costal corresponde a area pulmonar.

Nesta espécie o0s ruidos respiratorios normais (laringotraqueal,
tragueobrdnquico, e broncobronquiolar) sdo mais audiveis em suas respectivas
localizagBes anatbmicas, pela proximidade da traquéia com a pele e pouca
espessura da parede toracica, no caso dos ruidos traqueobrdonquicos e
broncobroncquiolares, diferentemente dos bovinos. As enfermidades de vias
aéreas anteriores quase sempre resultam em aumento do som laringotraqueal.
Os ruidos respiratérios normais sdo mais intensos durante a fase inspiratoria,
pois nessa fase a respiracdo € ativa comparada com a expiracdo que €
passiva. Ainda que as alteracbes auscultatérias sejam discretas, permitem a
deteccdo precoce da doenca, facilitando a escolha de outros métodos

diagnosticos ou de terapia, em momento oportuno (WILKINS et al., 2006).
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O aumento na producédo de liquido intersticial inflamatorio, decorrente dos
processos pneumonicos, conduz melhor o som produzido na respiracdo ao
ouvido do clinico e explica a auscultacdo de area aumentada do ruido
tragueobronquico e do ruido broncobronquiolar rude nos pulmdes (BRAZ,
1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993; GONCALVES, 2004; WILSON &
LOFSTELD, 2006). Os ruidos traqueobrénquicos sédo auscultados sobre o local
de producdo e acumulo de efusdes: traquéia toracica, area hilar e
entroncamento dos brénquios (WILKINS et al., 2006). A area de siléncio indica
prejuizo funcional do 6rgao por obstrucédo de brénquios, bronquiolos e alvéolos,
repletos de exsudato relacionado a inflamacéo ou a compressdes por tumores
ou grandes abscessos, que nao permitem a passagem do ar naquela area
afetada (BRAZ, 1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993; GONCALVES, 2004).
Para ser notada, ha necessidade de proximidade desta area com a parede
toracica (KOTLIKOFF & GILLESPIE, 1984; STOBER, 1993). Wilkins et al.,
(2006) associam a auséncia de ruidos pulmonares na regido ventral a area de
efusdo pleural, e a auséncia de ruidos em regiées dorsais ao pneumotérax.

Segundo Savage (1997) e Wilkins et al. (2006), recentemente foi adotada
uma terminologia uniforme e simplificada para ruidos pulmonares anormais,
melhorando significativamente a comunicagdo entre os clinicos de medicina
humana e veterindria. Os ruidos anormais foram divididos em ruidos
descontinuos (intensamente explosivo), chamado de crepitacdes; e ruidos
continuos (muitas vezes musical) chamados de sibilos, relacionados a
estreitamentos das vias aéreas. Esses termos substituem os mais antigos
estertores e roncos, respectivamente, embora o Udltimo seja aceito como
equivalente a sibilos de baixo timbre (LEHRER, 1990).

A inflamacédo dos brénquios pode levar a formacdo de liquido que,
dependendo da quantidade e da localizagdo na arvore brénquica, produz sons
diferentes a auscultacdo. Quando a quantidade de liquido, inflamatério ou néo,
€ intensa nos brénquios de maior calibre, manifesta-se a crepitacdo grossa
(GONCALVES, 2004); a obstrucdo sequencial de brénquios de menor calibre
leva a inspiragdo interrompida ou entrecortada (KOTLIKOFF & GILLESPIE,
1984; GONCALVES, 2004) e, a deposicdo de liquido em bronquiolos induz a
crepitacéo fina (STOBER, 1993). Gongalves (2004) refere-se a crepitagéo fina
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inspiratoria como o0 descolamento das paredes das pequenas vias aéreas
preenchidas por liquido ou muco em excesso.

Quando a quantidade de liquido for muito importante e localizada em area
proxima a parede toracica, observa-se frémito toracico a palpacdo. O acumulo
deste conteudo liquido na regido da traquéia origina o frémito traqueal (BRAZ,
1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993).

A deposicdo de secrecdes nas vias aéreas determina modificacdo no
fluxo de ar, provocando vibragbes de tons mais graves, denominados roncos
(KOTTLIKOFF & GILLESPIE, 1983 e 1984) ou mais agudos, os sibilos (BRAZ,
1981; KOTLIKOFF & GILLESPIE, 1983 e 1984; LEHRER, 1990; PRINGLE,
1992; STOBER, 1993), que indicam modificagcdes no calibre das vias aéreas,
como no caso das bronquites ou bronquiolites (HINCHCLIFF & BYRNE, 1991;
STOBER, 1993; RADOSTITS et al., 2002; GONCALVES, 2004; WILSON &
LOFSTEDT, 2006).

Inflamagdes broncopulmonares mais graves podem se acompanhar de
pleurite (RADOSTITS et al., 2002) e o atrito dos folhetos pleurais inflamados
determinam o roce pleural a auscultacdo (ROUDEBUSH, 1982; KOTLIKOFF &
GILLESPIE, 1984; CURTIS et al.,, 1986; LEHRER, 1990; HINCHCLIFF &
BYRNE, 1991; STOBER, 1993). Em processos necrosantes, como nas
pneumonias gangrenosas, pode ser notado o odor expiratério putrido
(ANDREWS, 1992a; GONCALVES & BARIONI, 2000; REBHUN et al., 2000;
RADOSTITS et al., 2002; WILSON & LOFSTEDT, 2006).

O diagnéstico clinico das afeccdes respiratorias baseia-se na presenca de
determinados sinais clinicos que, isolados e, principalmente, em associagao,
demonstram acometimento broncopulmonar e sua gravidade (GONCALVES, et
al., 2001; RADOSTITS et al., 2002; PUGH, 2005; WILSON & LOFSTEDT,
2006). A associagdo de sinais respiratorios como corrimento nasal, tosse, a
resposta positiva ao reflexo de tosse, presenca de dispnéia, e ruidos
respiratorios anormais a auscultacédo sao indicativos de manifestacao clinica de
doenca respiratdria, merecendo atencdo a ambos 0os segmentos, tanto das vias
aéreas anteriores quanto das posteriores.

O corrimento nasal, segundo Diffay et al., (2005), apresenta-se de forma
bilateral aguoso e claro sendo relativamente comum em ovinos estabulados em

ambientes pouco ventilados, e em regides onde ha consideravel oscilacao de
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temperatura durante o dia. Menos freqlientemente, pode apresentar-se de
forma unilateral nos casos de Oestrus ovis, tumores nasais Ou COrpos
estranhos. Ja uma secrecdo nasal bilateral purulenta pode indicar infec¢do do
trato respiratério anterior ou posterior.

Ovinos com pneumonia manifestam tosse intermitente, aumento da
freqUéncia respiratoria, e podem apresentar dispnéia. Ressalta-se ainda que as
pneumonias sdo mais comuns em animais jovens do que em animais mais
velhos (DIFFAY et al, 2005). O predominio de sinais clinicos como secre¢éo
nasal seromucosa a mucopurulenta, estridor, fluxo de ar reduzido, espirros,
sacudidelas de cabeca, tumefacdo de seios, se relacionam principalmente a
problemas com as vias aéreas anteriores; anorexia, tosse, taquipnéia, dispnéia,
auscultacdo com aumento dos ruidos bronquiais e crepitacfes, sdo indicios
clinicos de envolvimento pulmonar (BELKNAP, 2005).

Belknap (2005), descreve como afeccdes principais de vias aéreas
anteriores o tumor nasal enzodtico, infestacdes por Oestrus ovis, sinusites de
diversas etiologias, faringites ocasionadas por traumatismos com infeccéo
bacteriana secundaria, abscessos retrofaringeos e laringite necrética por
Fusobacterium necrophorum. Relacionada as vias aéreas posteriores estdo as
pneumonias tipicas, as atipicas por helmintos e por aspiracdo; as viroses
respiratérias como Parainfluenza tipo 3, Adenovirus e Virus Sincicial
Respiratorio Ovino, as pneumonias causadas por Micoplasmas, a
adenomatose pulmonar ovina ou carcinoma pulmonar ovino € a pneumonia
progressiva ovina ocasionada pelo Maedi-Visna Virus (MARTIN, 1996;
ARAUJO et al., 2004).

Terra (2006), afirma que o exame clinico de forma completa deve ser
realizado sempre, mesmo que a queixa principal seja facilmente identificavel.
Alguns casos clinicos necessitam de exames complementares para seu
esclarecimento diagndstico (GONCALVES & BARIONI, 2000).
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2.2 LAVADO TRAQUEOBRONQUICO

Os métodos que permitem a colheita de amostras de secre¢cfes de vias
aéreas posteriores vém merecendo destaque na pratica clinica, pois permitem
estudo dos constituintes microbiolégicos, citolégicos, imunolégicos e
bioquimicos destas amostras.

Dentre os exames, salienta-se o estudo das secre¢des bronquicas, que
obtidas de diferentes formas, possibilita a obtencdo de amostras de secrecéo
das vias aéreas inferiores do homem (PECORA, 1959), cédes e gatos
(HAWKINS & DENICOLA, 1989; PADRID et al, 1991; LOTTI & NIEBAUER,
1992), ovinos (ROLA-PLESZCZYNSKI et al.,, 1981), bovinos (CORSTVET et
al., 1982; GONCALVES et al.,, 1990; BARROS et al.,, 1994; GONCALVES,
1997) e em equinos (MANSMANN & KNIGHT, 1972; SEALS, 1980; BEECH,
1981; WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989; CRANE et al.,
1989; SWEENEY et al.,, 1993; FREEMAN & ROSZEL, 1997; FERNANDES et
al., 2000).

Historicamente, a literatura mostra 0 empenho de varios autores no intuito
de viabilizarem a colheita de amostras do trato respiratorio inferior.
Inicialmente, foi utilizada no homem por Pecora (1959), que utilizou a aspiracao
traqueal, por via transtraqueal, para colheita de material de vias aéreas
inferiores, para cultivo bacteriano. Mansmann & Knight (1972), adaptaram a
técnica para uso em equinos, e Beech (1975) sugeriu que a citologia do
material obtido por aspirado traqueal poderia ser utilizada na avaliacdo de
equinos com doencas pulmonares. Desde entdo vem sendo utilizada
rotineiramente na avaliacdo de cavalos com doencas respiratorias cronicas
(WHITWELL & GREET, 1984; BURSH & JENSEN, 1987; COUETIL et al.,
2001).

Varias adaptagcfes da técnica inicial foram desenvolvidas em bovinos,
entre elas, a lavagem traqueobrdnquica por traqueocentese, com a variante de
que o liquido de colheita € injetado a partir da bifurcacdo traqueal
(GONGCALVES, 1987; GONCALVES et al.,, 1990; BARROS et al., 1994); a
lavagem orotraqueal, com introducdo do tubo de colheita por via oral e
deposicdo do liquido na altura da bifurcacdo traqueal (LE JAN et al., 1980;

CORSTVET et al., 1982); a lavagem broncoalveolar as cegas, com introducéo
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de tubo siliconizado no brénquio para inoculacdo do liquido (FOGARTY et al.,
1983; KIMMAN et al., 1986; LAY et al.,, 1986; DYER et al., 1989; TAYLOR et
al., 1989; SWEENEY & BEECH, 1991; MORI, 2000), e a lavagem
broncoalveolar por endoscopia, com o endoscopio alojado no segmento
bronquial, sendo o liquido de lavagem ai depositado (HUNNINGHAKE et al.,
1979; MARKHAN & WILKIE, 1980; WILKIE & MARKHAN, 1981; FORMAN et
al., 1982; PRINGLE et al., 1988; ALLEN et al., 1992 a e b).

O lavado broncoalveolar (BAL) por endoscopia € utlizado como
procedimento diagndstico, pela analise das amostras de secrec¢des brénquicas,
acesso a resposta celular nas vias aéreas baixas e as alteracbes morfologicas
(KASTELLO et al., 1979; WILLCOX et al. 1988; SWEENEY & BEECH 1991,
CLARK et al. 1995), sendo possivel caracterizar e diferenciar o tipo de resposta
inflamatdria nas doencas pulmonares e na instituicdo de terapia apropriada
(VIEL, 1997).

O BAL é considerado, por alguns autores, como um método seguro e uma
ferramenta simples para obtencdo de células das vias aéreas inferiores
(LAVIOLETTE et al., 1988), por permitir estudos dos elementos bioquimicos,
imunoldgicos e investigacdes microbioldgicas e citopatologicas (FALK et al.,
1972; REYNOLDS & NEWBALL, 1974; GORIN et al., 1979; HUNNINGHAKE
1979; WHITWELL & GREET, 1984; BURRELS & WILLIAMS, 1987; FORGATY
1990; SWEENWY & BEECH, 1991; PADRID et al, 1991; HOFFMAN et al.,
1993; FERNANDES et al 2000). Segundo Sweeney & Beech (1991), pode ser
realizados por duas técnicas, a depender da finalidade da amostra,
equipamento disponivel, e a necessidade de se conhecer exatamente o local
da coleta. Os dois métodos basicos sdo: através de endoscopio flexivel ou as
cegas, com sonda siliconizada (BAL Cathether, Bivona, Inc., Gary, Indiana.)
sem a visualizacdo das estruturas.

A endoscopia permite a visualizacdo dos bronquios principais, obtencao
de biopsias da mucosa brénquica ou tecido transbronquial e aspiracdo de
secrecdes e lavagem de segmentos do trato respiratério posterior, facilitando a
colheita de amostras de por¢cbes terminais das vias aéreas mais distais e
espacos alveolares (MARKHAN & WILKIE, 1980; WILKIE & MARKHAN, 1981;
FORMAN et al., 1982; DERKSEN et al., 1985; REYNOLDS, 1987; PRINGLE et
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al., 1988; PADRID et al., 1991; SWEENEY & BEECH 1991; ALLEN et al., 1992
aeb; CLARK et al., 1995; HEWSON & VIEL 2002).

E um método dispendioso, pois necessita de equipamentos
especializados, nem sempre disponiveis na rotina clinica dos médicos
veterinarios que trabalham no campo (Goncalves, 2004).

Em equinos, a intubag¢do nasotraqueal as cegas foi empregada no estudo
citolégico do pulmao, utilizando-se tubo de PVC flexivel como guia. No interior
deste, introduziu-se um tubo de polipropileno adaptado a uma seringa, pelo
qual foram injetadas e aspiradas seis aliquotas de 50 ml de solucao fisiolégica
para colheita do lavado broncoalveolar. Estas amostras, obtidas de bronquiolos
e de espacos aéreos terminais, refletem a populacdo celular do epitélio das
vias aéreas e do revestimento alveolar (CRISMAN et al., 1992; HOFFMAN &
VIEL, 1997; FERNANDES et al., 2000; MORI et al., 2001).

Nos bovinos a intubacdo nasotraqueal foi utilizada por Gongalves (1997),
que introduziu um tubo guia siliconizado pela narina e o direcionou até a por¢ao
mais baixa da traquéia. Por dentro deste tubo guia foi introduzida uma sonda
de polietileno onde se fez a infusdo de solucéo fisioldégica e aspiracdo do
conteudo. Esta técnica foi utilizada em bezerros para a realizacdo de estudos
citologicos, tendo em vista a possibilidade de contaminagdo microbiologica do
material com secre¢des do trato respiratorio anterior (GONCALVES et al.,
2004).

Nos ovinos, a colheita de material de vias aéreas inferiores tem sido
pouco explorada no que diz respeito ao diagndstico de problemas respiratérios.
A principal utilizacdo dessa espécie animal no estudo das secrecdes
broncoalveolares visa o estudo das doencas respiratorias no homem (GORIN
et al., 1979; ROLA-PLESCZYNSKI et al., 1981; BEGIN et al., 1983; BOSSE et
al., 1987; BURRELS & WILLIAMS 1987; MORNEX et al., 1994; BROGDEN et
al., 1998b). A maior parte das colheitas foram realizadas em animais de
abatedouros ou eutanasiados (MORNEX et al., 1994; BROGDEN et al., 1998b),
embora alguns realizaram o experimento com endoscopia (BEGIN, 1983,) ou
por intubacdo endotraqueal (GORIN et al., 1979; BOSSE et al, 1987;
BURRELS & WILLIAMS 1987).
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Como a pneumonia progressiva dos ovinos se assemelha as pneumonias
intersticiais por lentivirus no homem, é a doenca mais estudada na espécie
ovina (CORDIER et al, 1992; LUJAN et al., 1993; BURRELLS & SUTHERLAND
1994; MORNEX et al., 1994; LEGASTELOIS et al., 1997).

Para o estudo dos processos respiratorios € necessario, as vezes,
colheita repetida. Isto poderia influenciar a celularidade do lavado (CLARK et
al., 1995). Para esta hipotese, Coliie et al. (1999), estudaram, em ovinos, 0s
efeitos de mudltiplos lavados broncoalveolares, em lobo apical direito e lobos
selecionados aleatoriamente. N&o detectaram alteracbes celulares
significativas ao longo do estudo, exceto na porcentagem de neutrofilos que
nas amostras do lobo que se repetiu a amostragem (apical direito), foi mais
variavel ao longo da pesquisa e maior, quando comparado com a porcentagem
dessas células em lobos escolhidos aleatoriamente. Houve uma diminuicdo de
linfécitos no segundo dia do estudo, no entanto, sem alteracGes
estatisticamente significativas.

O estudo das secre¢Bes broncoalveolares nesses animais € realizado
visando a utilizacdo desta espécie como modelo experimental humano, desde
Goérin et al., (1979) que estudaram a concentracdo de classes de
imunoglobulinas em subcompartimentos do pulmdo de ovinos, Rola-
Plesczynski et al., (1981) e Bégin et al., (1983) que estudaram a patogénese
das alveolites ou Bossé et al., (1987) que avaliaram as caracteristicas celulares
e bioguimicas do lavado broncoalveolar de ovinos desafiados com alérgenos e
em fase crénica. Ainda, o lavado nesta espécie, foi utilizado para avaliagdo
celular e imunolégica comparada entre as técnicas de lavado broncoalveolar,
lavado com tubo endotraqueal e lavado total de pulmbes de ovinos mortos
(BURRELS & WILLIAMS, 1987).

Outras aplicacfes desta técnica permitiram estudos biomoleculares, para
avaliagcdo de marcadores de inflamac&o nas vias aéreas de ovinos desafiados
com alérgenos (ABRAHAM et al., 1988), pesquisas na deteccédo de peptideos
anibnicos de antimicrobianos no fluido broncoalveolar e epitélio respiratério
(BROGDEN et al., 1998b).

A utilizac&o da técnica de colheita do lavado traqueobrdénquico em ovinos,
como auxilio diagnéstico, ainda ndo é explorada e padronizada. No entanto,
como nas outras espéecies (PADRID et al., 1991; VAIL et al., 1995;
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GONGCALVES, 1997; FERNANDES et al., 2000; GONCALVES et al., 2004),
deve ser Util para o diagnoéstico e prognostico de enfermidades do trato
respiratério.

Independente da técnica utilizada e das controvérsias assinaladas, a
citologia do lavado traqueobrénquico vem encontrando bastante aceitacdo no
auxilio diagnéstico, ndo sO6 pela confirmacdo etiologica e diferenciagdo
prognostica das broncopneumonias, como também pela relagdo com achados
histopatolégicos (LARSON & BUSCH, 1985). A grande vantagem do método é
revelar as alteracdes nas populacdes celulares envolvidas com os mecanismos
pulmonares de defesa, ativadas nos processos inflamatorios (GONCALVES,
1997).

2.3 CELULAS DE DEFESA PULMONAR

Os agentes causadores da broncopneumonia, ao penetrarem no sistema
respiratério, quebram as barreiras de defesa do pulmdo e desenvolvem a
doenca. A propria divisdo das vias aéreas € fator de protecédo, pois além de
provocar impacto das particulas agressoras na mucosa bronquica, pela
disposicdo anatdbmica das vias condutoras de ar (BREEZE, 1985a; WEEKLEY
& VEIT, 1995), propicia diminuigdo da velocidade do ar inalado, facilitando a
deposicdo de tais particulas sobre o muco que recobre as células ciliadas
(DIESEL et al., 1991). Estimula-se, entdo, o0 mecanismo de limpeza mucociliar
e as particulas sdo eliminadas pelo movimento dos cilios, que direcionam o
muco a faringe para que seja deglutido (BREEZE, 1985a; DIXON, 1992).

Conforme a agressdo dos agentes patogénicos primarios, ou mesmo das
infeccbes bacterianas secundarias, 0 sistema mucociliar vai sofrendo
alteragbes, culminando com a diminuicdo do numero de células ciliadas
(DROMMER et al., 1986).

Nas porcdes mais distais das vias aéreas e nos alvéolos, as células
ciliadas diminuem em namero ou estdo ausentes, de tal maneira que na juncéo
broncoalveolar e alvéolos, a defesa local € desenvolvida, principalmente, pelos
macréfagos alveolares (LEID & POTTER, 1985; LIGGITT, 1985; LOPEZ et al.,
1986; DYER et al.,, 1989; WEEKLEY & VEIT, 1995). Sdo derivados dos
monacitos circulantes (COTRAN et al., 1994; WEEKLEY & VEIT, 1995), apesar
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de se acreditar que cerca de 70% mantenham-se nos alvéolos por divisdo
celular (MCGUIRE & BABIUK, 1982; LIGGITT, 1985). Nos lavados pulmonares,
0os macréfagos alveolares podem se apresentar com apenas um nucleo ou até
multinucleados (WHITWELL & GREET, 1984; FREEMAN et al.,, 1985;
SWEENEY et al., 1992a; GONCALVES 1997; ZINKL, 2002; GONCALVES et
al., 2004), e em resposta a agressao, estas células de defesa podem se juntar,
formando células multinucleadas que englobam o agente patogénico (COTRAN
et al.,, 1994). Goncalves et al., (2004) encontrou em lavado traqueobrénquico
de bezerros sadios 61,7% de macrofagos binucleados, cerca de 15,8% de
trinucleados e 22,5% de células gigantes.

Se 0 microrganismo conseguir ultrapassar essas defesas do pulmao,
ocorre um processo inflamatério, que provoca algumas modificagbes no
ambiente pulmonar. A inflamacé&o, por si, estimula a descamacao celular do
epitélio traqueobrénquico (SWEENEY & BEECH, 1991), assim como a
presenca de histamina em pacientes com asma ocasionando perda de células
ciliadas e encurtamento dos cilios (LAITINEN et al., 1985), culminando com a
formacéo do exsudato inflamatério (LIGGITT, 1985; LEID & POTTER, 1985).

Séo liberados fatores quimiotaxicos, gerados por macrofagos alveolares,
por complemento (LEID & POTTER, 1985; LIGGITT, 1985) ou por produtos do
acido araquidénico (LEDWOZYW et al., 1992), oriundos dos tecidos lesados ou
do plasma (COTRAN et al., 1994). Estes fatores provocam alteracdo na
permeabilidade dos vasos sanguineos e atraem células sanguineas, que irdo
participar da defesa do 6rgao. Os neutréfilos sdo as células que rapidamente
respondem aos agentes quimiotaxicos, saindo da microcirculacao e penetrando
no pulmédo (COHEN & ROSSI, 1983; REYNOLDS, 1983; WALKER et al., 1985;
LEID & POTTER, 1985). Devido ao rapido e volumoso afluxo destas células ao
pulméo e a liberacdo de mediadores inflamatérios, o acimulo e ativagdo dos
neutrofilos sao fatores capazes de induzir graves lesées ao pulméo
(SLOCOMBE et al., 1985; BREIDER et al., 1988; SLOCOMBE et al., 1990;
LAPOINTE et al.,, 1993), pela liberacdo de produtos tdoxicos no ambiente
pulmonar (LEDWOZYW & STOLARCZYK, 1991a e b).

Os fatores debilitantes que interferem com o mecanismo normal de
limpeza respiratéria tém recebido atencdo consideravel em animais de

laboratorio e no homem (RADOSTITS et al., 2002). Alguns estudos em grandes
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animais mostram que microrganismos como o virus Parainfluenza-3 (BRYSON
et al., 1983; SLAUSON et al., 1987; BROWN & ANANABA, 1988), o virus da
rinotraqueite infecciosa bovina (FORMAN et al., 1982; BROWN & ANANABA,
1988), o virus sincicial respiratério bovino e ovino (CASTLEMAN et al., 1985), o
virus da influenza e da rinopneumonite equinas (WILLOUGHBY et al., 1992) e
a Mannheimia (Pasteurella) haemolytica (RICHARDS & RENSHAW, 1989;
SLOCOMBE et al., 1990), podem reduzir os mecanismos de protecéo
pulmonar. Sao descritas destruicdo dos cilios das células epiteliais cilindricas
ciliadas, com alteracdo do mecanismo de limpeza mucociliar (BRYSON et al.,
1983; CASTLEMAN et al., 1985; WILLOUGHBY et al., 1992; SCOTT, 1994), e
reducdo no numero (SLAUSON et al.,, 1987) e na funcdo de macrofagos
(BROWN & ANANABA, 1988) e neutrofilos (MARKHAN & WILKIE, 1980;
WALKER et al.,, 1985; RICHARDS & RENSHAW, 1989; SLOCOMBE et al.,
1990).

A reducdo do numero de macrofagos, células primarias da defesa
pulmonar, & proporcional a intensidade do processo de agressdo ao 6rgao
(ROSZEL et al., 1986; DERKSEN et al., 1989). Bossé et al., (1987) nado
relataram essa diminuicdo, no entanto, relataram aumento na celularidade,
principalmente no numero de neutréfilos e eosindfilos em ovinos desafiados
cronicamente com alérgenos oriundos de Ascaris suum.

A exposicao a fibra de asbestos em ovinos desafiados com altas doses,
demonstrou, na biopsia pulmonar, um aumento moderado na celularidade, com
presenca de alteracbes patoldgicas e o infiltrado inflamatério foi
predominantemente de macréfagos alveolares, de forma focal e desigualmente
distribuidos na amostra. A interface entre o tecido normal e patoldgico
geralmente ndo era muito bem demarcado. Na citologia do lavado
broncoalveolar ndo foram encontradas diferengcas significativas entre o0s
grupos, no entanto, foram notadas alteragdes nessas amostras anteriormente a
instalacéo de alteracdes funcionais e morfologicas na histopatologia (Bégin et
al., 1983).
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2.4 EsTtuDO CITOLOGICO DO LAVADO

A andlise citoldgica do liquido obtido pelo lavado traqueobrénquico é
extremamente valiosa na diferenciacdo dos processos infecciosos, alérgicos,
parasitarios e neoplasicos. O diagndstico citoldgico é realizado pela contagem
global e pelos tipos celulares (BEECH, 1981; WHITWELL & GREET, 1984;
STOBER, 1993).

A traquéia e os brénquios sdo revestidos por células epiteliais pseudo-
estratificadas ciliadas, comumente observadas no fluido da traquéia mas néo
em amostras de fluido broncoalveolar (FERNANDES et al., 2000; BURKHARD
et al., 2003). Sao células alongadas, com nudcleo arredondado proeminente e
citoplasma basofilico, com cilios na superficie apical, ja o epitélio cubdide
encontra-se revestindo bronquiolos (BURKHARD et al., 2003).

Segundo Sweeney & Smith (1993) existe variacdo muito grande do
namero total de células do lavado traqueobrénquico ou broncoalveolar em
equinos, de tal modo que este dado seria de pouco valor para interpretacao do
caso clinico. Em contrapartida, Sweeney & Beech (1991) relataram aumento de
500 a 5000 células por mililitro no lavado traqueobrénquico de cavalos com
doencas respiratorias. Este aumento foi atribuido ao fato de que os animais
com problemas em vias aéreas teriam intensa descamacdo das células que
revestem o epitélio e maior afluxo das células de defesa. Apesar disto, os
resultados apresentados na literatura mostram grandes variacdes, talvez
porque as técnicas de colheita sejam diferentes (SWEENEY et al., 1992b).

Em cavalos sadios, a lavagem traqueal por via transtraqueal é
caracterizada, principalmente, por células epiteliais cilindricas, ciliadas e nao-
ciliadas, e macrofagos alveolares. Neutrofilos e linfocitos também podem ser
encontrados em pequena quantidade (MANSMANN & KNIGHT, 1972). Na
lavagem broncoalveolar a constituicdo celular difere de modo significativo da
transtraqueal, pois 0s macréfagos representam a maioria das células
(BURKHARD ET AL., 2003) e, relativamente, sdo observadas poucas células
epiteliais cilindricas ciliadas (MAIR et al., 1987; DERKSEN et al., 1989).
Goncalves (1997) e Gongalves et al., (2004), observaram através do lavado

tragueobrdonquico por via nasotraqueal em bezerros clinicamente sadios,
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predominio de macréfagos 77,2%, seguido por 14,9% de células epiteliais,
6,0% de neutrdfilos, 1,8% de linfocitos e auséncia de eosinofilos.

Os tipos de células predominantes no lavado traqueobrénquico em
equinos clinicamente sadios sdo os: macrofagos alveolares (81,52%), seguidos
por neutréfilos (8,92%), linfocitos (2,91%), eosinofilos (0,76%), mastdocitos
(0,15%) e células produtoras de muco e epiteliais cilindricas 0,23% e 5,51%
respectivamente (FERNANDES et al. 2000). A proporcdo de cada uma delas
varia de acordo com a regido do trato respiratorio analisado, da presenca ou
ndo de uma alteracdo pulmonar, bem como do agente etiolégico (BEECH,
1975; CRANE et al., 1989; STOBER, 1993, SWEENEY & SMITH, 1993;
SWEENEY et al., 1993). Fernandes et al., (2000), realizou estudo comparativo
dos exames citoldgicos a partir de amostras de lavado traqueobrénquico (LTB)
e broncoalveolar (LBA) com tubo siliconizado e concluiram que nao houve
diferenca nas caracteristicas morfolégicas dos tipos celulares entre as técnicas
utilizadas, entretanto concluiram que nas amostras de lavado broncoalveolar,
as cegas, 0 numero de macrofagos foi menor e observaram aumento de
linfécitos, comparando com o lavado traqueobrénquico por via transtraqueal.

Em equinos portadores de Obstrugdo Recorrente de Vias Aéreas (ORVA)
ocorre um aumento dos neutrdfilos, mas sem alteracéo da sua morfologia, pela
constante liberacdo dos mediadores inflamatérios (WHITWELL & GREET,
1984; MAIR et al., 1987; GRANDGUILLOT et al., 1991; DIXON, 1995). Ja nas
pneumonias verminéticas ocorre um grande aumento na porcentagem de
eosindfilos (WHITWELL & GREET, 1984; MAIR et al., 1987).

Os resultados sé@o ainda mais controversos quando, além da técnica
empregada na colheita das amostras, sdo comparados animais sadios e
portadores de doencas respiratorias de etiologias variadas. Na ORVA em
equinos, o lavado broncoalveolar colhido por endoscopia se caracteriza,
principalmente, por diminuicdo da populacdo de macrofagos e linfocitos e
aumento significativo da porcentagem de neutrdfilos (DERKSEN et al., 1985;
NAYLOR et al.,, 1992; LAPOINTE et al., 1993). Em bovinos portadores de
problemas respiratérios em geral, o lavado por endoscopia evidencia
diminuicdo significativa de macrofagos com elevacao importante de neutrofilos
(FORMAN et al.,, 1982; ALLEN et al.,, 1992a e b) e, na mesma espécie,
utilizando o lavado traqueobrdonquico por via nasotraqueal, Gongalves et al.
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(2001), evidenciaram diminuicdo do numero de macréfagos e células epiteliais
e aumento de neutréfilos e linfécitos em bovinos com broncopneumonia
moderada.

Em ovinos, Burrels & Willams (1987), detectaram predominio de
macrofagos, seguido por linfécitos e eosindfilos em lavados broncoalveolares
por endoscopia e em lavado total de pulm&o de ovinos mortos, sem alteragdes
significativas entre as técnicas na contagem diferencial. No entanto, notaram
aumento significativo no namero total de células nas amostras obtidas por
lavado total. A contagem diferencial ndo foi realizada nas amostras obtidas por
entubacdo endotraqueal.

Da mesma forma, outros autores (ABRAHAM et al., 1988) realizaram
lavado broncoalveolar por endoscopia em animais desafiados com alérgenos
de Ascaris suum. Encontraram predominio de macrofagos, linfocitos, células
epiteliais, neutrofilos, e eosindfilos anteriormente ao desafio com o alérgeno.
Notaram aumento significativo de eosindéfilos em animais que apresentaram
respostas como broncoconstricdo aguda e obstrucdo bronquial tardia quando
comparado com 0 grupo que apresentou somente broncoconstricdo imediata,
apos oito horas de inoculados. Nao notaram diferenca nas contagens totais de
células por mililitro e na porcentagem de neutréfilos entre esses grupos,
atribuindo a eosinofilia a respostas alérgicas pulmonares nessa espécie.

Collie et al. (1999), ndo encontraram diferencas significativas no niamero
de células totais e na contagem diferencial quando o lavado broncoalveolar foi
realizado em colheitas de um mesmo lobo pulmonar ou em colheitas realizadas
em lobos pulmonares selecionados aleatoriamente. No entanto, notaram
namero maior e mais variavel, ao longo do estudo, de neutrofilos, em amostras
obtidas repetidamente em lobo apical direito quando comparado com os lobos
amostrados aleatoriamente.

Durante a andlise citolégica devem ser observadas, além das contagens
totais e diferenciais, as alteracdes morfologicas celulares, a presenca de
vacuolizacbes citoplasmaticas, de bactérias, fungos e muco. O aumento
significativo de um tipo celular ou a presenca de determinadas alteracdes
morfolégicas pode ser indicativo do agente causador da doenca respiratéria
(WHITWEEL & GREET, 1984), e a contagem diferencial apresenta maior valor

diagnéstico do que a contagem total de células (ZINKL, 2002).
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Os macrofagos estdo presentes nas estruturas alveolares e tornam-se
reativos juntamente com a presenca de outras células inflamatérias como
neutrofilos, eosindfilos e linfécitos em cavalos com doencas em vias aéreas
posteriores. As hemacias usualmente estdo presentes, porém freqientemente
estdo associadas a traumatismos minimos devido a técnica utilizada (ZINKL,
2002).

Em relacdo a coloracdo para a confec¢do das laminas, Fernandes et al.
(2000) utilizaram a coloracdo preconizada por Rosenfeld (1947), que permitiu a
caracterizacdo e diferenciacdo dos diversos tipos celulares e estruturas
presentes nos lavados. Gongalves (1997), utilizou Shorr e Giemsa para
identificar as células e ver suas caracteristicas morfolégicas, e coloracdo
especial como o Gram para definir a etiologia bacteriana em lavados
tragueobronquicos de bezerros. A coloracdo de Shorr acentua detalhes
nucleares, sendo valiosa na deteccdo de alteracdes morfolégicas (MEYER,
2003). E tem sido bastante utilizada nas preparacbes de material do trato
respiratorio inferior de equinos (ZINKL, 2002).

O meétodo de colheita por sondagem nasotraqueal, com tubo auxiliar
introduzido proximo a bifurcacdo da traquéia, além da vantagem de poder ser
usado no campo, tem se mostrado eficiente na amostragem celular do lavado
tragueobronquico de bezerros (GONCALVES et al., 2004).

Destacada a importancia da citologia através da sondagem nasotraqueal,
por ser um método eficiente e aplicavel na rotina para coleta de amostras de
vias aéreas inferiores em bezerros por Goncgalves et al. (2004), e a
possibilidade do direcionamento etiolégico das enfermidades respiratorias
através destes achados, € importante o conhecimento citoldgico das vias

aéreas na espécie ovina.
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3. OBJETIVOS

Considerando-se a importancia das doencas respiratdrias nos ovinos e a
necessidade de um método diagndstico complementar de baixo custo e de

aplicabilidade prética, sdo objetivos deste trabalho:

1. Avaliar clinicamente o sistema respiratorio de ovinos;

2. Viabilizar a técnica de lavado traqueobrdnquico por via nasotraqueal
para colheita de secrecfes de vias aéreas posteriores;

3. Determinar a proporcao celular do lavado traqueobrénquico de ovinos
sadios e com enfermidades respiratérias, comparando-os entre si;

4. Correlacionar os achados clinicos com os achados citolégicos entre
animais sadios e portadores de afec¢des respiratorias;

5. Avaliar comparativamente, de forma descritiva, as metodologias de
coloragdo Shorr, Wright-Giemsa e Gram na citologia dos ovinos sadios e

doentes;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E AMOSTRAS

Foram incluidos neste estudo 42 ovinos, independentemente de raca,
sexo e estagcdo do ano, com idade entre um e quatro anos, selecionados
aleatoriamente em fazendas da regido de Botucatu-SP e de animais
encaminhados ao servico de Clinica de Grandes Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp de Botucatu.

Através do lavado traqueobrénquico colheu-se amostras de vias aéreas
posteriores para exame citolégico de animais clinicamente sadios e portadores
de afeccbes do sistema respiratério. As amostras foram processadas no
Laboratoério de Citopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— UNESP - campus de Botucatu — SP.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram submetidos a exame clinico geral e fisico do aparelho
respiratério através da inspecéo, palpacdo, e auscultacdo para detectar sinais
clinicos que caracterizassem afeccOes respiratorias (Gongalves, 2004). A
presenca ou auséncia dos critérios apresentados (Tabela 1), na maioria das
vezes em associacdo, estabeleceu ou ndo o diagnostico de doenca respiratoria
e diferenciou os animais sadios dos doentes (RADOSTITS et al., 2002;
GONGCALVES, 2004; WILSON & LOFSTEDT, 2006) Os dados clinicos obtidos
no exame foram anotados em fichas individuais (Apéndice - Quadro A).

As variaveis quantitativas como a frequiéncia cardiaca (FC) e respiratoria
(FR) e a temperatura corporal (T°C) foram avaliados respectivamente em
batimentos por minuto (bpm), movimentos respiratorios por minuto (mpm) e
graus centigrados (°C). Definiram-se como valores normais para temperatura
corporal entre 38,5 a 40°C, para frequéncia cardiaca de 90 a 115 bpm e para a
freqUéncia respiratoria de 20 a 30 mpm (FEITOSA, 2004).
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TABELA 1. Critérios clinicos para a diferenciacdo dos animais sadios (GS) e

dos acometidos de afeccao respiratoria (GD).

Sinais Clinicos Sadios Doentes
GS GD
Tosse - +
Corrimento nasal - +
Dispnéia - +
Frémito traqueal - +
Frémito toracico - +
Reflexo de tosse - +
Ruido laringotraqueal aumentado - +
Ruido traqueobrénquico - +
Ruido broncobronquiolar rude - +
Area de siléncio - +
Inspiragéo entrecortada - +
Crepitacao grossa - +
Crepitacéo fina - +
Roncos e sibilos - +
Roce pleural - +
Odor expiratorio putrido - +
Temperatura aumentada - +
Freqliéncia respiratéria aumentada - +
Frequéncia cardiaca aumentada - +

(-) ausente (+) presente (ndo todos necessariamente)
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Desta maneira, os animais foram arranjados em dois grupos experimentais:

GS: ovinos clinicamente sadios (n=19).

GD: ovinos com altera¢gfes no sistema respiratorio (n=23).

Para isso, avaliaram-se os critérios clinicos descritos na forma de

esquema (Figura 1).
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EXAME CLINICO DOS OVINOS
N =42

i i

CRITERIOS CLINICOS

! !

Ausentes * Corrimento nasal
* Tosse
l * Reflexo de tosse
 Som laringotraqueal T
* Som traqueobrénquico T
Sadios . ..
* Dispnéia
* Inspiracdo entrecortada
l * Crepitacdo grossa
GS l
n=19
Doentes
GD
n=23

FIGURA 1. Delineamento da constituicdo dos grupos experimentais.
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Definidos o0s grupos experimentais, foram realizados os estudos
estatisticos do exame citolégico do lavado traqueobrénquico dos ovinos
clinicamente sadios (GS) e portadores de afec¢des respiratérias (GD).

Foi realizada analise estatistica entre os grupos GS e GD, onde se
comparou 0s parametros: parametros vitais, contagem total de células
nucleadas e hemacias, contagem diferencial e descricdo das caracteristicas
morfologicas celulares dos respectivos grupos.

4.3 COLHEITA DO LAVADO TRAQUEOBRONQUICO

4.3.1 SONDAGEM NASOTRAQUEAL

Para o procedimento de lavagem traqueobrbnquica em ovinos por via
nasotraqueal, utilizou-se sonda siliconizada e sonda de polietileno acoplada a
agulha hipodérmica sem bisel, solucao fisiologica estéril e seringa de plastico
com capacidade de 60ml (Figura 2).

Os animais foram submetidos a contencgéo fisica em estacdo, com a
cabecga e pescogo estendido e alinhado com a coluna vertebral (Figura 3).
Antes da sondagem de cada animal, realizou-se assepsia da area externa das
narinas com alcool iodado a 2%.

Apds a contencdo e assepsia, foi introduzida, por via nasotraqueal, uma
sonda guia siliconizada de 65cm de comprimento e 0,5cm de diametro
previamente esterilizada e embalada individualmente. Na extremidade desta
sonda foi passada lidocaina gel com intuito de lubrificacdo e reducdo do
desconforto. ApGs adentrar o vestibulo nasal, a passagem pelo meato nasal
médio e a constatacdo de que a sonda estava na orofaringe, foi feito um
movimento de rotagdo (180°) com a sonda para direcionar a sua extremidade
dorsalmente. Com isso ocorreu o toque da sonda na epiglote e seu
direcionamento para a laringe e traquéia. O desconforto, meneios de cabeca,
saida de ar pela extremidade da sonda guia, seguida ou ndo de tosse, foram os
sinais indicativos da localizacdo na via aérea. Aguardou-se, a seguir, 0
momento da inspiracdo para que a sonda fosse empurrada, sem resisténcia

pela traguéia até a regido da carina.
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Com a sonda instalada e fixada manualmente (Figura 4), um auxiliar
introduziu pela sonda guia uma sonda de polietiieno com 85cm de comprimento
e 0,3cm de diametro, adaptada a uma agulha calibre 30 sem bisel. Foi
introduzida até a saida de sua ponta, aproximadamente cinco centimetros,
além da extremidade final da sonda guia, produzindo tosse no animal. As
sondas eram marcadas individualmente, de tal maneira a saber o quanto fora
introduzido.

O conjunto sonda guia siliconizada e sonda de polietileno acoplada a
agulha foi previamente esterilizado em 6xido de etileno’. Imediatamente antes
da introducao, este conjunto foi lavado com 20 ml de solucéo salina isoténica
estéril comercial, para auxiliar o deslizamento da sonda de polietileno.

Apos a sondagem nasotraqueal, as amostras foram colhidas por método
de lavagem traqueobrénquica (GONCALVES et al., 2000). Por meio de uma
seringa estéril com capacidade de 60ml, adaptada ao conjunto, foram injetados
e imediatamente aspirados de 30 a 50ml de solu¢&o salina isotonica comercial
estéril e apirogénica, de acordo com o tamanho do animal. Aspiractes
sucessivas foram realizadas a medida que a sonda foi progressivamente
retirada. Ap0s a obtencdo de uma amostra, aparentemente, adequada em
volume ou aspecto (turvacdo), o conjunto de sondas foi completamente
removido.

O liguido do lavado traqueobrénquico obtido foi acondicionado em tubo de
ensaio de polietileno, armazenado em caixa isotérmica com gelo e enviado ao
Laboratério de Citopatologia do Servi¢o de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - UNESP, no tempo maximo de duas

horas, para processamento e realizacéo de estudos citologicos.

! Oximed Tecnologia em Esterilizagdo Ltda. Sao José do Rio Preto — SP.
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4.4 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

O liquido do lavado traqueobrénquico obtido dos animais clinicamente
sadios e portadores de afeccéo respiratoria foi incluido nas seguintes etapas de

processamento:

4.4.1 CITOCENTRIFUGACAO

A impressdo celular de 6 mm de didmetro em laminas histologicas de
vidro com extremidade fosca, foi obtida por meio de citocentrifugacdo® de 200

microlitros do lavado traqueobrénquico a 89g por seis minutos.

4.4.2 FIXACAO E COLORACAO DO MATERIAL NAS LAMINAS

Para coloracédo pelo método de Shorr (OLIVEIRA et al., 2000), as células
foram fixadas com solucdo de alcool etilico a 95%, imediatamente apds a
citocentrifugacdo. Para a coloragdo por Giemsa as laminas foram secas ao ar
ambiente e fixadas com metanol e para o Gram foram secas em estufa a 60°C
por 10 minutos (KOSS, 1992).

Depois de fixadas, as laminas foram coradas pelos métodos propostos e
padronizados pelo Laboratério de Citopatologia do Servico de Patologia
Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu -
UNESP. As coloracdes de Giemsa e Shorr foram utilizadas para identificar as
células, avaliar suas caracteristicas morfologicas e realizar as contagens
diferenciais. As laminas foram montadas com laminulas e resina para melhor
conservagcdo do material e analises futuras. A técnica de Gram foi empregada

na tentativa de se definir a etiologia bacteriana do processo pulmonar.

2 Revan Centrifuga Ciclo Cito
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4.5 ESTUDO CITOLOGICO

4.5.1 CONTAGEM TOTAL DE CELULAS

Para a contagem total de células, o lavado tragueobrénquico foi
acondicionado em tubo de ensaio de polietileno, e homogeneizado em agitador
de tubos®, por 10 segundos. A contagem do nimero total celular foi realizado
em camara de Neubauer, sem a utilizacdo de corantes. Foram utilizados os
nove quadrados da camara, em analogia com a técnica descrita para contagem
de leucdcitos. O numero total de células encontrado foi multiplicado por 1,1
(fator de correcdo), fornecendo o numero total de células por microlitro de
lavado, segundo Coles (1984). Multipilicou-se o valor encontrado por 10° para

obtencéo do valor em células/ml.

4.5.2 CONTAGEM DIFERENCIAL DAS CELULAS

Analisaram-se, para cada animal, numero e porcentagem de células
epiteliais cilindricas (CEC), macrofagos (M), neutréfilos (N), linfécitos (L) e
eosinofilos (E). Foram contadas, na medida do possivel, 400 células em
microscopio Optico comum, em aumento de 400 vezes. Nas laminas que
apresentaram muitos aglomerados celulares, a contagem diferencial foi feita,

preferencialmente, na periferia.

4.5.3 ANALISE DESCRITIVA

Foram anotadas alteracbes como presenca de muco, de particulas
estranhas, de neutrofilos degenerados, fagocitose de particulas e ou bactérias,
eritro e leucofagocitose, vacuolizacdo dos macrofagos, macréfagos bi e tri-

nucleados e niamero de aglomerados celulares nas amostras.

! PHOENIX - Mod. AT 56
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4.6 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Foram documentadas, por ilustracfes fotograficas, a realizacao da técnica
do lavado tragueobrdnquico na espécie ovina e as principais caracteristicas do
estudo citolégico do lavado traqueobrénquico de ovinos clinicamente sadios e
dos portadores de afeccgOes respiratérias. As laminas foram fotografadas com
uma camera digital Leica DFC acoplada a um microscopio Leica DMLD e
procedeu-se a digitalizacdo dos campos e avaliacdo pelo programa de analises

de imagem (Qwin v3.0 Leica).

4.7 ESTUDO ESTATISTICO

Para a analise dos resultados citoldgicos e de parametros vitais, utilizou-
se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (ZAR, 1984) com o calculo da
estatistica e seus respectivos p value. As analises foram realizadas com auxilio
do programa SPSS v.12. Nos casos em que p<0,05, a diferenca foi
considerada significativa e foram efetuados contrastes entre as medianas dos

grupos comparados GS e GD.
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FIGURA 2. Material utilizado para realizacdo do lavado traqueobrénquico
por via nasotraqueal em ovinos.

FIGURA 3. Contencéo e passagem do tubo guia por via nasotraqueal.
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FIGURA 4. Passagem da sonda de polietileno através da sonda guia
siliconizada. Observar a fixacdo da extremidade da sonda guia e contencdo

da cabeca do animal.

FIGURA 5. Momento da realizacdo da infusdo e aspiracdo da solucéo

injetada para obteng&do da amostra.
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5. RESULTADOS

Os resultados estéo apresentados nos quadros numerados de 2 e 3, nas
tabelas de 2 a 5 e nas figuras de 6 a 16.

O estudo clinico das frequéncias dos sinais clinicos dos ovinos sadios e
portadores de afec¢Bes respiratorias, apresentados na forma de escores para
0S respectivos sinais, estdo nos quadros 2 e 3 e o estudo citologico,
representado nas Tabelas 4 e 5 e nas Figuras 6 e 7.

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados estatisticos, com base no
teste da mediana e teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para as variaveis
estudadas.

Nas figuras 8 a 16 estdo ilustrados os achados citologicos e alteracdes na

celularidade das amostras de ambos os grupos, GS e GD.
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5.1 ESTUDO CLINICO DOS ANIMAIS

No grupo sadio (GS), a média da temperatura (°C), frequiéncia respiratoria
(mpm) e frequéncia cardiaca (bpm) foram respectivamente de 39,0 £ 1, 33,37
+ 5 e 88,74 £ 11 (Tabela 2), apresentando-se os valores da temperatura e
frequéncia cardiaca, dentro da faixa de normalidade, com discreto aumento da
freqUéncia respiratdria em trés movimentos por minuto acima dos valores
considerados normais. A variacdo do valor da frequiéncia respiratéria foi de dois
a 16 mpm acima do valor considerado normal (20-30 mpm), apresentado por
52,6% dos animais (10/19). Apesar da média da freqiéncia cardiaca
apresentar-se dentro dos padrées normais (90-115 bpm), trés animais (15,8%)
apresentaram cinco, oito e 28 bpm acima do normal, ou seja, uma meédia de
13,7 bpm, acima da faixa de normalidade (Tabela 3).

No grupo doente (GD), os valores médios de temperatura (°C), frequéncia
respiratéria (mpm) e frequiéncia cardiaca (bpm) foram de 38,8 + 0,70, 36,4 +
7,43 e 96,96 *+ 16,24, respectivamente (Tabela 2). A variacdo da frequéncia
respiratoria, acima do normal, foi de dois a 22 mpm, apresentada por 15/22
(68,2%) animais deste grupo. A freqiéncia cardiaca aumentada esteve
presente em um animal dos 22 deste grupo (Tabela 3), estando em 5bpm
acima da normalidade.

Os sinais clinicos, com suas respectivas frequéncias e porcentagens
encontradas nos ovinos sadios (GS n=19) e portadores de afeccdes
respiratorias (GD n=23) estdo apresentados na Tabela 3. Nos animais sadios
ndo foram encontrados sinais clinicos caracteristicos de doenca respiratoria.
No entanto, neste grupo foi constatado aumento de frequiéncia respiratéria em
10 dos 19 animais (52,6%) e aumento da freqiiéncia cardiaca em 15,8%.

A porcentagem dos sinais clinicos presentes nos animais doentes (Tabela
3), caracterizou e os diferenciou em grupo de animais com afeccdes do sistema
respiratério (GD). Corrimento nasal e freqUiéncia respiratoria aumentada foram
0s sinais clinicos mais observados, presentes em 65,2% dos animais doentes,
segue o ruido traqueobrénquico aumentado e crepitacdo grossa em 56,5% dos
animais, ruido laringotragueal aumentado em 47,8% e reflexo de tosse em

39,1%. Em proporcado intermediaria notou-se inspiracdo entrecortada e tosse
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em 26,1% dos animais. Os sinais menos frequentes, presentes em 4,3%, foram

dispnéia mista, aumento da freqliéncia cardiaca e temperatura.

TABELA 2 Média (m), mediana (md) e desvios-padrdo (s) de parametros vitais:
temperatura (T°), frequéncia respiratéria (FR) e frequéncia cardiaca
(FC) dos animais do grupo de animais sadios (GS) e animais com
enfermidade respiratoria (GD).

T FR FC

GS 39,00 39 1 33,37 32 5 88,74 88 11

GD 38,79 388 0,70 36,43 36,00 7,43 96,96 100,00 16,24




Julio Simdes Marcondes Resultados 44

TABELA 3. Numero (n) e porcentagem (%) dos achados clinicos presentes nos
animais sadios (GS, n=19) e animais com afecc¢fes respiratorias,
caracterizando-os em grupo doente (GD, n=23).

Sinais Clinicos GS Gb

n % n %
Tosse 0 0 6 26,1
Corrimento nasal 0 0 15 65,2
Dispnéia mista 0 0 1 43
Frémito traqueal 0 0 0 0
Frémito toracico 0 0 0 0
Reflexo de tosse 0 0 9 391
Ruido laringotraqueal aumentado 0 0 11 47,8
Ruido traqueobrénquico aumentado 0 0 13 56,5
Ruido broncobronquiolar rude 0 0 0 0
Area de siléncio 0 O 0 0
Inspiracdo entrecortada 0 0 6 26,1
Crepitacdo grossa 0 0 13 56,5
Crepitagéao fina 0 0 0 0
Roncos e sibilos 0O O 0 0
Roce pleural 0 0 0 0
Odor expiratorio putrido 0 0 0 0
Temperatura aumentada 0 0 1 45
Frequéncia respiratéria aumentada 10 52,6 15 65,2
Frequéncia cardiaca aumentada 3 158 1 45

Total de animais 19 23
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5.2. ESTUDO ESTATISTICO DESCRITIVO DOS SINAIS CLINICOS

Nos Quadros 2 e 3, estédo discriminados os escores pontuados em cada
animal, a partir dos respectivos sinais clinicos, ausentes (0) e presentes (1), em
ovinos clinicamente sadios (GS) e portadores de afeccdes respiratorias (GD).

O grupo sadio (Quadro 2) apresentou escore total de 13, devido a
presenca de 10/13 animais com aumento de frequéncia respiratoria e 3/13 com
aumento da frequéncia cardiaca.

O grupo com problema em vias aéreas (GD) apresentou escore total de
91 (Quadro 4) sendo que as maiores pontuacfes foram alcancadas pelo
corrimento nasal e aumento da frequéncia respiratoria (15), seguidos pelo
aumento de ruido traqueobrbnquico e crepitacdo grossa (13), ruido
laringotraqueal aumentado (11), reflexo de tosse positivo (9), presenca de
tosse e inspiracao entrecortada (6) e com menor frequéncia foram notadas a
dispnéia mista, aumento de temperatura e frequéncia cardiaca com um ponto
cada (Quadro 3).

Os sinais referentes a frémito traqueal, frémito toracico, ruido
broncobronquiolar aumentado, area de siléncio, crepitacdo fina, roncos e
sibilos, roce pleural e odor expiratorio putrido, ndo foram encontrados nos
animais acometidos por afec¢des do sistema respiratério.

Dos 23 animais avaliados, um apresentou escore oito, dois com escore
sete, um com escore seis, dois com cinco e quatro animais com pontuacéo
quatro. Nesses animais a associacdo como: CG, RTB, IE, RLTr T, associados
entre si ou ndo, em um mesmo animal, evidenciaram envolvimento pulmonar
nesses animais. Houve dois animais com escore cincCO e um com escore
quatro, no entanto os sinais encontrados eram relacionados a vias aéreas
anteriores (Quadro 3). Os demais animais apresentaram escore entre um e

dois.
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5.3 EsTuDO CITOLOGICO DO LAVADO TRAQUEOBRONQUICO

Na Tabela 4 e na Figura 6 esta a contagem do numero total de células
nucleadas e hemacias do lavado traqueobrdnquico de ovinos clinicamente
sadios (GS) e portadores de afeccdes respiratérias (GD). O nUmero médio total
de células nucleadas encontradas nos grupos GS e GD foi de 64.650 *
49.674,3 e 184.215,2 + 476.122,8 em células por mililitro, respectivamente. O
grupo sadio apresentou média de 24.657,9 + 49.167,2 hemacias e o GD
47.437,0 £ 153.963,4 hemacias por mililitro de lavado.

Verificou-se, no grupo GD, aumento tanto do numero de células

nucleadas quanto no niumero de hemacias em relagéo ao grupo GS.

TABELA 4. Numero total de células nucleadas (CN) e heméacias (He) do lavado
tragueobrdonquico: média (m), desvios-padrao (s), e mediana (md) em
ovinos clinicamente sadios (GS) e portadores de afeccdes
respiratorias (GD).

Grupo Tipo

de celular m S md
animais
GS CN 64.650,00 49.674,3 57.750,0
He 24.657,9 49.167,2 3.850,0
oD CN 184.215,2 47.6122,8 71.500,00

He 47.437,0 153.963,4 3.300,00
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FIGURA 6. Numero total de células nucleadas (CN) e hemacias (He) do lavado
tragueobronquico de ovinos dos grupos sadio (GS) e com

enfermidade do sistema respiratorio (GD).
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Na Tabela 5, apresenta-se o0 percentual das células do lavado
tragueobrdonquico nos dois grupos estudados. A porcentagem de macrofagos
foi a predominante, seguida por neutréfilos e células epiteliais cilindricas em
ambos os grupos. Em menores propor¢cdes vém os linfocitos e eosindfilos. No
grupo doente houve uma diminuicdo estatisticamente significativa na
porcentagem de macréfagos, diminuindo de 62,74% no sadio (GS) para
34,26% no grupo de animais doentes (GD). Porém, na porcentagem de
neutréfilos, observa-se uma tendéncia visual ao aumento dessas células,
sendo maior no GD (34,26%) contra os 20,04% desta célula no grupo sadio,
sem alteracdo estatistica significativa (Tabela 6). As porcentagens de linfocitos
e eosindfilos foram maiores no GD do que no grupo de animais sadios, com

valores de 1,67 e 1,58 e 1,44 e 0,77 respectivamente (Figura 7).

TABELA 5. Média (m), desvios-padrao (s) e mediana (md) da porcentagem de
macrofagos (M), células epiteliais cilindricas (CE), neutréfilos (N),
linfocitos (L) e eosindfilos (E) do lavado traqueobrdénquico de ovinos

clinicamente sadios (GS) e portadores de afeccdes respiratérias

(GD).
Grupo de M (%) CEC (%) N (%) L (%) E (%)
animais
m 62,74 15,01 20,04 1,44 0,77
GS S 20,04 9,88 20,26 1,27 1,80
md 67,5642 12,062 12,752 1,002 02
m 43,57 18,93 34,26 1,67 1,58
GD S 27,07 20,81 31,10 1,95 3,85
md 41,90° 8,782 20,202 1,222 0,734

Teste de Mann-Whitney. Correcdo de Yates ao nivel de significancia o= 0,05

Medianas seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Mann-Whitney.
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Macréfaaos CEC

GS GD GS GD

Media m Mediana Média Mediana

Linfécitos

Neutrdéfilos %
2,00

1,50
1,00

0,50+

0,00
GS GD GS GD

Média Mediana Média Mediana

Eosinéfilos
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FIGURA 7. Contagem diferencial em porcentagem das células do lavado
traqueobrénquico em ovinos clinicamente sadios (GS) e portadores

de afecc¢des respiratérias (GD), apresentada por células.
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TABELA 6. Mediana (md) e Intervalo interquartilico (llg) e p valores da
comparacdo entre os grupos sadio e doente com relacdo as

caracteristicas observadas.

Variaveis Sadio Doente p® p@
md liq md lIq

Macroéfagos 67,53 (25,04) 41,89 (50,26) 0,215 0,031
CEC 12,06 (12,00) 8,78 (37,92) 0,215 0,503
Neutrofilos 12,75 (12,95) 20,19 (58,55) 0,535 0,300
Linfécitos 1,00 (2,05) 1,21 (2,25) 1,000 0,939
Eosindfilos 0,00 (1,00) 0,73 (2,00) 0,535 0,180
Células

nucleadas 57750  (62700) 71500  (117150) 05535 0,202
Heméacias 3850 (27500) 3300 (7150) 1,000 0,909
FC 88,00 (20,00) 100,00 (18,00) 0,054 0,032
FR 32,00 (8,00) 36,00 (8,0) 0,186 0,081
T 39,00 (0,8) 38,80 (1,3) 0,535 0,368

W teste da mediana. Correcéo de continuidade de Yates ao nivel de significancia o= 0,05

@ teste de Mann-Whitney. Correcdo de Yates ao nivel de significancia o= 0,05

Com os testes efetuados pela mediana, notou-se significativa diminui¢ao
dos macrofagos e aumento na frequéncia cardiaca, no grupo de animais com
enfermidade respiratéria. Analisando os valores do intervalo interquartilico,
verifica-se que as variaveis do grupo doente apresentam maior variabilidade

entre animais.
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As principais alteracdes celulares observadass nos animais doentes
foram presenca de muco, neutrofilos degenerados, macréfagos binucleados,
aglomerados de células cilindricas, presenca de bactérias livres e fagocitadas e
fagocitose de particulas estranhas.

As Figuras de 8 a 16 ilustram as principais caracteristicas citolégicas e os
achados citolégicos encontrados no lavado traqueobrdnquico de ovinos
clinicamente sadios e portadores de afec¢des respiratorias.

Na Figura 8A mostra uma visdo panoramica das células do lavado
tragueobrdnquico de ovino clinicamente sadio. O predominio de macrofagos é
evidente, podendo-se observar também algumas células epiteliais cilindricas,
ciliadas em sua grande maioria. Na Figura 8B, observa-se o predominio de
neutrofilos no lavado traqueobrénquico de ovino com envolvimento de via
aérea posterior, com menor numero de macrofagos e auséncia de células
epiteliais cilindricas.

A Figura 9A destaca células epiteliais cilindricas ciliadas, em detalhe. Na
Figura 9B observam-se algumas destas células que perderam seus cilios e
presenca de linfécitos.

Na figura 10A estdo apresentados aglomerados de células epiteliais
cilindricas ciliadas, que podem apresentar-se de forma isolada ou aos pares,
Figura 10B.

A Figura 11A, ilustra neutrofilos integros de animais sadios e; na figura
11B estdo ilustrados neutrofilos degenerados, presenca de muco (matriz
eosinofilica), encontrado em animal com enfermidade respiratéria.

A Figura 12 ilustra macrofagos com citoplasma abundante e vacuolizado,
notar presenca de linfécitos.

Na figura 13 estdo ilustrados macrofagos binucleados, e na Figurald
estdo apresentados macrofagos com citoplasma vacuolizados e presenca de
fagocitose de bactérias.

A figura 15 demonstra a presenca de células epitelial escamosa de
bactérias comensais em sua superficie, demonstrando contaminacdo desta
amostra com células de vias aéreas anteriores.

A figura 16 refere-se a presenca de eosindfilos em animal com

enfermidade respiratoria.
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FIGURA 8. Visdo panoramica de células do lavado
tragqueobréonquico de ovinos sadios, com predominio de
macréfagos (A) - Shorr (500x), e de portadores de afeccdes
respiratorias, com predominio de neutrofilos (B) — Giemsa
(500x).
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FIGURA 9. Apresentacdo das ceélulas epiteliais cilindricas ciliadas
em ovinos sadios (A) - Giemsa (500x), e nos portadores de
afeccoes respiratorias, com predominio destas células desprovidas
de ciliios (=¥ ) (B) — Shorr (500x).
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FIGURA 10. Aglomerados de células epiteliais cilindricas
ciliadas (A) e presenca de células epiteliais cilindricas ciliadas
isoladas ou aos pares (B) — Giemsa (200x).
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FIGURA 11. Neutrdfilos integros em animal sadio (A) - Giemsa
(400x) e neutréfilos com aspecto degenerado, entremeados em
matriz eosinofilica (muco) em amostra de animal com
broncopneumonia (B) - Giemsa (400x).
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FIGURA 12. Predominio de macrofagos com citoplasma
abundante e vacuolizados, nota-se presenca de linfcitos
(=) — Shorr (400x).

FIGURA 13. Presenca de macréfagos binucleados em ovino
com broncopneumonia, notar presenca de muco e fagocitose
de leucadcito ( 9 )- Giemsa (500x).
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FIGURA 14. Presenca de macrofagos com citoplasma
vacuolizados ( -p ) e ao centro macrofago fagocitando
bactérias ( — ), presentes em amostra de ovinos com
broncopneumonia — Giemsa (500x).

FIGURA 15. Presenca de célula epitelial escamosa com
presenca de bactérias em sua superficie, demonstrando
contaminagao desta amostra — Giemsa (640x).
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FIGURA 16. Presenca de eosinéfilos em animal com
enfermidade respiratéria — Shorr (540x).
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6. DISCUSSAO

6.1 da Metodologia

No Brasil, a literatura em relacdo a métodos diagndsticos de processos
respiratorios em ovinos é escassa. Pesquisas tém dado énfase para agentes
especificos como o Virus da Maedi-Visna que, devido sua estreita relacdo na
patogenia das pneumonias intersticiais humanas, causada pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sdo mais estudados (CORDIER et al,, 1992;
LUJAN et al., 1993; BURRELLS & SUTHERLAND, 1994; MORNEX et al.,
1994; BROGDEN et al.,, 1998b;). Viana (2003) realizou estudos para a
determinacdo da distribuicdo da Mannheimia haemolytica e da Pasteurella
multocida na nasofaringe e orofaringe de ovinos sadios da regido de Botucatu,
detectando que a M. haemolytica foi a bactéria mais prevalente (47%), seguida
pela associacdo de M. haemolytica e de P. multocida (27%) e pela P. multocida
(11%), demonstrando a presenca desses agentes oportunistas em animais

sadios, predispondo-os a infeccdes bacterianas secundarias.
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Os dados citolégicos foram analisados a partir da orientacéo de literatura
qgue relacionaram a histopatologia a citologia do lavado traqueobrbénquico
(LARSON & BUSCH, 1985) e o caracterizaram como método adequado para a
representacdo da lesdo pulmonar (BURRELS & WILLIAMS, 1987;
GONGCALVES et al., 2004; ROSZEL et al., 1986; DERKSEN et al., 1989).

Os sinais clinicos para o diagnostico das doencas respiratorias foram
avaliados segundo os critérios de Stober (1993) e Gongalves (1997). A andlise
dos escores encontrados permitiu a associacdo dos sinais clinicos para a
diferenciacdo dos grupos de ovinos clinicamente sadios e portadores de
afeccdes respiratdrias e a verificacdo de animais com predominio de sinais de
vias aéreas anteriores.

Com este método de colheita, adaptado de Gongalves (1997), obteve-se,
em estudo piloto com sete animais, lavados ricos em macréfagos alveolares,
sem contaminacdo e prejuizos aos animais. Uma amostra de lavado,
representativa das regides pulmonares mais profundas, é aquela constituida
por grande quantidade de macréfagos alveolares e pouca contaminagao por
células do trato respiratorio anterior (ZINKL, 1992). O tubo guia foi utilizado
neste trabalho para evitar a contaminacdo por células da orofaringe e da
traguéia, o que pode ocorrer nos lavados bucotraqueais e nasotraqueais (LE
JAN et al., 1980; CORSTVET et al., 1982; GONCALVES 1997; GONCALVES
et al 2004).

Como ha a necessidade de que o lavado represente o0 maximo possivel
do pulmdo como um todo, o liquido foi depositado na bifurcacdo traqueal,
evitando-se a limitagdo provocada pela lavagem broncoalveolar as cegas,
realizada com a introducéo do tubo guia no bronquio (FOGARTY et al., 1983;
KIMMAN et al., 1986; LAY et al., 1986; DYER et al., 1989; TAYLOR et al.,
1989; SWEENEY & BEECH 1991; MORI, 2000) ou por endoscopia (MARKHAN
& WILKIE, 1980; WILKIE & MARKHAN, 1981; FORMAN et al., 1982; PRINGLE
et al.,, 1988; ALLEN et al., 1992 a e b). A introducdo deste tubo contribuiu,
também, para desencadear o reflexo de tosse, favorecendo a colheita de
células das regides mais profundas (ROSZEL et al., 1986; GONCALVES,
1997). A endoscopia, apesar de facilitar a colheita do lavado e a observagéo
das vias aéreas e permitir uma colheita direcionada, ainda € um método caro e

de dificil manuseio, o que dificulta sua aplicacdo a campo.
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Outros métodos propostos, nos quais se faz a puncao traqueal para a
introducéo do tubo coletor (MANSMANN & KNIGHT, 1972; BEECH, 1975 e
1981; SEALS, 1980; FREEMAN et al.,, 1985; LARSON & BUSCH, 1985;
GONGCALVES, 1987; GONGCALVES et al.,, 1990; SWEENEY et al., 1992a;
BARROS et al.,, 1994), ndo foram utilizados, pois sdo métodos invasivos,
podendo provocar complicacdes como celulite local, condrite e
pneumomediastino (WHITWELL & GREET, 1984; HOFFMAN et al., 1993),
hemorragia e hemoptise (WHITWELL & GREET, 1984; HOFFMAN et al.,
1993), contaminando o liquido de lavagem com células sanguineas (ROSZEL
et al., 1986). Além disto, estes métodos, usados principalmente para cultura
microbiolégica (GONCALVES et al., 1990; ESPINASSE et al., 1991; BARROS
et al.,, 1994), causam repulsa nos criadores pelo manuseio dos ovinos
clinicamente sadios, apesar de ndo provocar problemas mais graves nos
animais.

Nos ovinos a literatura citada, em relacdo aos estudos das secre¢des
pulmonares, é relacionada a pesquisas biomoleculares, avaliacdes fenotipicas
de células linfociticas, marcadores moleculares, citocinas e interleucinas
inflamatdrias nas pneumonias intersticiais por Maedi-Visna virus (ABRAHAM et
al., 1988; CORDIER et al., 1992; LUJAN et al., 1993; BURRELLS &
SUTHERLAND 1994; LUJAN et al., 1995; LEGASTELOIS et al., 1997;
BROGDEN et al.,, 1998b) e os estudos citologicos visam esta espécie como
modelo experimental humano (GORIN et al., 1979; BOSSE et al., 1987;
BURRELS, 1985; BURRELS & WILLIAMS 1987; CORDIER et al, 1992;
COLLIE et al., 1999), visando amostras broncoalveolares. Esse estudo teve a
finalidade de avaliar caracteristicas citoldgicas encontradas em lavados
tragueobrdonquicos de animais sadios e com envolvimento de vias aéreas
detectados em prévio exame clinico.

As consideracbes relacionadas a técnica bem como a falta de
informacOes nesta espécie, qualificam a lavagem traqueobrénquica por
sondagem nasotraqueal, com tubo guia até a bifurcacdo traqueal, como
método opcional de colheita para estudo citolégico de problemas respiratérios
em ovinos. Principalmente por ter a vantagem do uso pelos profissionais a
campo, por ser mais acessivel economicamente que a endoscopia, € menos

invasiva, de tal maneira a ndo causar repulsa aos proprietarios de ovinos.
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6.2 dos Resultados

Os animais clinicamente sadios ndo apresentaram sinais clinicos
compativeis com doenca respiratéria (STOBER, 1993; RADOSTITS et al.,
2002; GONGCALVES 2004; WILSON & LOFSTEDT, 2006). A frequéncia
cardiaca aumentada, observada em trés ovinos deste grupo (Quadro 2),
poderia indicar alteracbes cardiocirculatérias ou excitacdo psiquica (STOBER,
1993). O fato deste sinal aparecer isolado em um animal e nos outros dois
associados apenas ao aumento de freqUéncia respiratoria, sem qualquer outro
sinal clinico, reforca a hipétese de excitacdo psiquica e confirma a higidez do
grupo de animais clinicamente sadios. Os ovinos sadios tornam-se agitados e
excitados quando separados do grupo, 0 que leva a aumento fisiolégico das
frequéncias aferidas.

O grupo de ovinos com afeccdes respiratérias caracterizou-se pela maior
ocorréncia de sinais clinicos que, principalmente em associagao,
demonstravam comprometimento broncopulmonar (Quadro 3) - (STOBER,
1993; RADOSTITS et al., 2002; GONGCALVES 2004 ; WILSON & LOFSTEDT,
2006), com 91 associacdes de sinais clinicos.

A broncopneumonia pode se apresentar com intensidade variavel no
ovino (BELKNAP, 2005; WILSON & LOFSTEDT, 2006) e varios critérios sao
utilizados para a diferenciacdo do processo, entre eles a sintomatologia clinica
(GONCALVES, 1997) utilizada na espécie bovina. Neste trabalho, optou-se
pela analise da frequéncia dos sinais clinicos no momento do exame para
determinar o envolvimento de vias aéreas ou ndo (Quadro 2 e 3), e para a
diferenciacéo dos grupos em sadio (GS) e doente (GD).

Os sinais clinicos como corrimento nasal e frequéncia respiratéria
aumentada (15/23), aumento de ruido traqueobrénquico e crepitacdo grossa
(13/23), aumento de ruido laringotraqueal (11/23), reflexo de tosse positivo
(9/23) e presenca de tosse e inspiracdo entrecortada (6/23) (Quadro 3) foram
determinantes para a diferenciacdo do grupo de animais com envolvimento de
vias aéreas (GD), corroborando com dados de Stober (1993) e Goncalves
(1997) para o diagnéstico de afec¢Bes pulmonares.

Em relacdo ao corrimento nasal (BRYSON et al., 1979; BRYSON, 1985;
BELKNAP, 1993; CRANDELL, 1993; DIFFAY et al., 2005 WILSON &
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LOFSTEDT, 2006), presente em 65,2% dos animais do grupo GD, uni ou
bilateral e com aspecto seroso a mucoso. Houve evidéncia de contetdo nasal
purulento e bilateral em dois animais mais gravemente acometidos, 0 que
reforca a hipétese de provavel origem bronquica nesses animais (Quadro 3),
(STOBER, 1993; RADOSTITS et al., 2002; GONCALVES 2004; DIFFAY et al.,
2005; WILSON & LOFSTEDT, 2006). No entanto, vale ressaltar que o habito de
pastejo dos ovinos e a alimentacao pulverulenta que recebem predispdem ao
insulto da mucosa respiratéria anterior podendo ocasionar rinite, faringite e
laringotraqueite, conforme encontrados em 4/23 animais, sem outra
sintomatologia de vias aéreas posteriores. Esses animais eram mantidos em
sistema de confinamento, recebendo ragéo pulverulenta.

A temperatura aumentada, observada em um animal com envolvimento
de vias aéreas posteriores (Quadro 3), foi de apenas 0,2°C acima do valor
normal (Tabela 8 - Apéndice), e ndo apresentava associacdo com o0 aumento
da frequéncia cardiaca nem respiratéria, portanto, ndo relacionado com a
“sindrome febre” (RADOSTITS et al., 2002). Este sinal clinico, possivelmente,
deve-se a variacdo nictameral (FEITOSA, 2004) devido ao horario que foi
realizado o exame clinico e a auséncia de outros sinais que caracterizam a
febre, como prostracdo, taquipnéia, taquicardia (STOBER, 1993; RADOSTITS
et al., 2002). Nossos achados revelaram que tanto o GS quanto o GD
apresentaram temperatura corpérea dentro da faixa de normalidade para a
espécie, com meédia de 39,0 £ 0,54 e 38,79 £ 0,7°C respectivamente.

A frequéncia respiratéria aumentada € um dos mecanismos fisiolégicos de
compensagao pulmonar na tentativa de manutencdo das trocas gasosas
(RADOSTITS et al., 2002; WILSON & LOFSTEDT, 2006). Foi notada em 10/19
animais do grupo sadio e em 15/23 do grupo doente. Devido a utilizacdo de
animais de propriedade, teoricamente todos sadios, este aumento da
freqiéncia respiratéria em animais do grupo sadio estd relacionada a
alteracdes psiquicas (STOBER, 1993) e estresse da contengdo no momento do
exame fisico, uma vez que, mesmo separados dos demais animais do lote para
afericdo da frequéncia respiratoria a distancia (GONCALVES, 2004), esses
animais permaneciam agitados. Os quimioreceptores pulmonares que
influenciam o ciclo respiratério incluem os receptores irritativos nas vias

respiratérias, que sdo estimulados por poeira e histamina (WILSON &
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LOFSTEDT, 2006), fato observado no manejo dos animais em relacdo a
alimentac&o e cama pulverulentas presente nas instalagdes. Houve significativo
aumento da freqiéncia cardiaca em animais do grupo doente, devido a
taquicardia apresentada por animais com enfermidade respiratéria (STOBER,
1993).

Quanto mais grave o0 processo, menor a eficiéncia das trocas gasosas e
maior a necessidade de utilizacdo dos mecanismos de compensacéo pulmonar
(BEECH, 1991a; HINCHCLIFF & BYRNE, 1991; ANDREWS, 1992a; PRINGLE,
1992; WILSON, 1992; RADOSTITS et al., 2002). O numero de animais doentes
com freqUéncia respiratdria aumentada foi maior no grupo de animais com
afeccgdes respiratorias (68,2%) contra os 52,6% dos animais sadios, mostrando
que é um sinal importante no diagnéstico de afeccdes respiratorias (STOBER,
1993, GARCIA et al.,, 1996; GONCALVES, 2004). No entanto, deve ser
avaliada com critérios na espécie ovina, devido sua facil alteracdo pela simples
contencdo manual e manejo dos animais.

A dispnéia mista foi detectada em apenas um animal (Quadro 3), e
associada a inspiracdo entrecortada que denota presenca de liquido com
obstrucdo sequencial de brénquios, e o aumento de som laringotraqueal e
ruido traqueobrénquico com area de auscultacdo aumentada, é caracteristica
de broncopneumonia grave (GONCALVES et al., 2001) e demonstrou a
gravidade do caso neste animal, relacionada a presenca de exsudato nos
brénquios e bronquiolos determinando a dificuldade de entrada e saida do ar
alveolar (STOBER, 1993; GONCALVES 2004).

O ruido traqueobrbnquico aumentado, tanto em regido ventral como
dorsal, relaciona-se com a quantidade de liquido inflamatério no intersticio
pulmonar (BRAZ, 1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993) e com a gravidade
do processo. Observou-se que no grupo com enfermidade respiratoria houve
associacdo desse sinal com crepitagdo grossa em 10 animais. Dois animais
apresentaram a crepitacdo grossa associada com a inspiracdo entrecortada,
sem aumento de ruido traqueobrébnquico. Um animal ndo apresentou
crepitacdo grossa, nem os demais sinais de envolvimento de vias posteriores,
no entanto, apresentava aumento da area auscultada (Quadro 3). A crepitacdo
grossa € outro sinal que esta relacionado ao aumento de liquido inflamatoério
em vias aéreas (BRAZ, 1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993; SAVAGE,



Julio Simdes Marcondes Discussao 68

1997; GONCALVES 2004) e a sua presenca foi determinante para confeccao
do grupo GD, mostrando a importancia da associa¢do dos sinais clinicos para
distinguir a gravidade e a localizacdo do processo respiratério (GONCALVES,
2001).

A inspiracdo entrecortada (IE) foi diagnosticada em 6/23 animais do grupo
com envolvimento pulmonar, apresentando-se associada a outros sinais de
vias aéreas posteriores, principalmente com a crepitacdo grossa em cinco dos
seis animais com IE. Segundo Pringle, (1992); Stober, (1993) e Gongalves
(2004) denotam presenca de liquido, com obstrucdo sequencial de brénquios,
evidenciando comprometimento bronquial. As reacfes inflamatérias levam a
saida de liquido de dentro do parénquima para o lumen brbnquico ou a
alteracao das secrec¢fes bréonquicas para a defesa do 6rgéao (LEID & POTTER,
1985; LIGGITT, 1985; SWEENEY & BEECH, 1991), mesmo em processos
iniciais, 0 que explica a presenca da inspiracdo entrecortada apenas no grupo
de animais doentes.

Corroborando com dados de Gongalves (1997), a crepitacao grossa foi o
sinal presente em 56,5% dos animais do grupo com envolvimento pulmonar
(GD) (Quadro 3) Indicando grande quantidade de liquido nos brénquios
(LEHRER, 1990; HINCHCLIFF & BYRNE, 1991; STOBER, 1993). Portanto,
este ruido respiratério anormal reflete bronquite e sua intensidade, associa-se
com a gravidade do quadro clinico e a localizacdo do processo (GONCALVES
& BARIONI, 2000), sendo fundamental no diagndstico diferencial dos
processos respiratorios anteriores e posteriores (STOBER, 1993; GARCIA et
al.,1996; SAVAGE, 1997; GONCALVES, 2004).

Casos mais graves de broncopneumonia foram encontrados em apenas
dois animais, pois a maioria dos animais utilizados eram provenientes de
fazendas da regido de Botucatu, e os problemas foram detectados no momento
do exame do rebanho, identificando na inspecéo animais com tosse, corrimento
nasal e espirros. Esses animais foram separados e submetidos a exame clinico
para constatacdo de alteracdes respiratérias. Um desses dois animais,
apresentou sete associagdes dos critérios clinicos utilizados (Quadro 3), sendo
que o ruido traqueobrdénquico aumentado, com area de auscultacdo aumentada
e a crepitacdo grossa nesse animal eram intensas, denotando grande

quantidade de secrecdo em brénquios. Isso, culminou com a alta celularidade
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na contagem total e grande desvio na contagem diferencial predominando os
neutrofilos neste animal, conforme literatura de animais com comprometimento
pulmonar em bovinos (GONCALVES, 1997), e em equinos (DERKSEN et
al.,1985).

Os animais do grupo com enfermidade broncopulmonar, apresentando
sinais como ruido traqueobrdénquico aumentado, inspiragdo entrecortada e
crepitacdo grossa, associados ou ndo entre si, apresentaram predominio de
neutréfilos seguido por macréfagos, concordando com a literatura de bovinos
com broncopneumonia (Gongalves, 1997).

Alguns sinais clinicos, também sensiveis no diagndstico de processos
parenquimatosos e bronquiais, ndo foram observados nos animais doentes
(Quadro 3). Frémitos traqueal e toracico, que sao sinais palpatorios, ndo foram
diagnosticados nos ovinos doentes, embora dependam da proximidade da area
acometida com a parede toracica, da extensdo do processo e da quantidade de
liquido presente (BRAZ, 1981; PRINGLE, 1992; STOBER, 1993). Crepitacdo
fina, auscultada em edema pulmonar e durante as fases iniciais ou de
resolucdo das pneumonias (STOBER, 1993), néo foi evidenciada no grupo de
animais doentes (Quadro 3). Este fato pode ser atribuido a fase inicial ou
intermediéria da evolugdo do processo em que os animais foram examinados
ou, segundo Goncalves, (1997), a dificuldade de auscultacdo quando este sinal
esta associado a outros de maior intensidade.

Desta maneira, sinais como frémito traqueal, frémito toracico, ruido
broncobronquiolar aumentado, &area de siléncio, crepitagdo fina, roncos e
sibilos, roce pleural e odor expiratério puatrido ndo foram observados nos
animais utilizados neste estudo. A percussédo toracica nao foi utilizada como
método diagnodstico devido a dificuldade de sua realizagdo em vista do
comportamento irrequieto dos animais.

A analise descritiva das médias, mostra um valor maior para o nimero
total de células e niumero de hemacias do lavado traqueobrénquico entre os
ovinos clinicamente sadios e os portadores de afeccdes pulmonares. Os
animais sadios apresentaram 64.650,0 células nucleadas por mililitro e os
animais com afeccdes respiratorias (GD) apresentaram 184.215,2 células por
mililitro, perfazendo um total de 119.565,2 células a mais neste grupo. Isso

mostra tendéncia visual ao aumento das células nucleadas em animais com
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inflamacédo de vias aéreas, quando comparados ao grupo de animais sadios.
Isso foi demonstrado por Gongalves (1997), confirmando a descamacéao celular
do epitélio tragueobrébnquico e migracdo celular, decorrente do processo
inflamatério (SWEENEY & BEECH, 1991).

Houve aumento no numero de hemacias no grupo doente em relacdo ao
grupo de animais sadios. A média encontrada foi de 24.657,9 no grupo GS e
47.437,0 no GD; embora este aumento nao tenha sido estatisticamente
diferente, pode-se atribuir este fato a fragilidade capilar em vias aéreas
inflamadas.

A observacdo individual da celularidade do lavado tragqueobrdnquico
revelou, nos animais clinicamente sadios, grande variagcdo no namero total de
células, atingindo um méaximo de 165.000 células por mililitro (Tabela 9 —
Apéndice). No grupo de animais doentes, portadores de afeccdes respiratorias,
esta variacdo foi ainda mais intensa, variando de 6x10° a 2.350x10° e dentre os
animais com afeccao respiratoria, aproximadamente 50% dos casos exibiram
namero total de células abaixo dos valores do grupo sadio (Tabela 9 e 10 -
Apéndice). Isto talvez se deva ao fato de que, embora a descamacdo seja
proporcional a presenca de doenca broncopulmonar, existem variacdes
individuais, relacionadas a agressao dos diferentes agentes infecciosos sobre
as células e a evolugcdo do processo inflamatério, que determinam migragcao
das células de defesa para o local da infeccéo.

E preciso cautela para usar este nimero como indice absoluto no
diagnostico e diferenciacdo dos processos inflamatoérios pulmonares, tendo em
vista que, no grupo de animais doentes foram encontrados animais com valor
tdo baixo quanto 6.000 cel/ml e outro com 2.350x 10° cel/ml (Tabela 10 -
Apéndice). Este animal foi marcante no exame fisico por apresentar tosse,
corrimento nasal, reflexo de tosse positivo, ruido laringotraqueal aumentado,
crepitacdo grossa intensa em regido tragueobronquica dorsal e ventral,
bilateral, e area de ruido traqueobronquico aumentado totalizando sete
associacdes de sinais clinicos.

Em relacdo a contagem diferencial, houve diferenca estatistica na
porcentagem de macréfagos, que reduziu em animais com problemas

broncopulmonares.
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A contagem diferencial que deveria contornar as dificuldades de se utilizar
0 numero total de células do lavado traqueobrénquico em animais sadios e
portadores de afeccdes respiratdrias, ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre as células estudadas: células epiteliais cilindricas, neutrofilos,
linfécitos e eosindfilos. No entanto, o lavado traqueobrénquico de ovinos
clinicamente sadios caracterizou-se por predominio de macréfagos, acima de
60% do total de células, seguindo-se por cerca de 15% de células epiteliais
cilindricas, 20% de neutrofilos, 1,4% de linfocitos e 0,77% de eosindfilos
(Tabela 5), de acordo com o predominio da populacdo celular descrita na
literatura (GONCALVES et al., 2004), diferindo apenas na populacdo de
eosinofilos, pois tais autores ndo encontraram essas células em bezerros
sadios. No entanto, coincide com o predominio da populacdo de células
encontradas em ovinos (BOSSE et al., 1987).

Corroborando com os dados da literatura, a porcentagem de macrofagos
reduziu-se nos animais do grupo doente quando comparada aos animais do
grupo sadio; a tendéncia dessa diminuicdo no grupo de animais doentes foi
estatisticamente significativa, e houve aumento visivel no numero de neutrofilos
nesse grupo (GONCALVES, 1997). Esta diferenca pode estar associada ao
fato do numero de neutréfilos aumentar no lavado em casos de inflamacao
brénquica (VIEL, 1997; COUETIL et al., 2001) ou dependendo da regido
pulmonar amostrada (SWEENEY et al., 1992b). A diminuicdo do numero de
macrofagos traduz agressdo ao pulm&o, proporcional a intensidade do
processo (ROSZEL et al., 1986; DERKSEN et al., 1989).

Em animais clinicamente sadios os macréfagos alveolares caracterizam o
lavado traqueobrénquico, ja nos 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). Toda agressao leva a liberacdo de substancias
quimiotaxicas, que provocam migracdo de células inflamatorias no local da
lesdo (LIGGITT, 1985; LEID & POTTER, 1985; COTRAN et al., 1994;
LEDWOZYW et al., 1992). Este processo ocorre também no pulméo, havendo
migracao principalmente de neutrofilos, que atuam na destruicdo de particulas
contaminantes (COHEN & ROSSI, 1983; REYNOLDS, 1983; WALKER et al.,
1985; LEID & POTTER, 1985), desenvolvendo sua acdo fagocitaria e litica
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(COTRAN et al., 1994). Sao as primeiras células da inflamacdo aguda (ZINKL,
1992) e representam a celularidade caracteristica do lavado traqueobrénquico
nos processos inflamatorios.

Considerando-se que, nos casos patolégicos, os agentes infecciosos
podem diminuir o nimero de macréfagos no lavado (SLAUSON et al., 1987), e
que a reacéo inflamatoria local no pulméo estimula a migragdo quimiotaxica de
neutréfilos (HAKICH & LATIMER 1989), pode-se inferir que nos ovinos deste
estudo, que apresentaram problemas respiratérios mais sérios, houve
predominio da populacdo de neutréfilos, com consideravel queda de
macrofagos.

A resposta a inflamacao local do pulméao, caracterizada pela migragcéo de
neutrofilos, foi também evidenciada pela formacédo de aglomerados destes tipos
celulares (BEECH, 1975), encontrados em animais mais gravemente
acometidos e ausentes em animais sadios.

A contagem diferencial de linfécitos no lavado traqueobrénquico de
equinos é controversa, na dependéncia da técnica de colheita utilizada. Por via
endoscopica, em animais clinicamente sadios, representaram cerca de 30 a
50% da populacéo total de células do lavado (NAYLOR et al., 1992; SWEENEY
et al., 1992a e b; McCGORUM et al., 1993), e em ovinos sadios cerca de 20,9%
(BURRELLS & WILLIAMS 1987). Ja Collie et al, (1999) encontraram
proporcdes mais baixas de linfocitos em BAL de ovinos, cerca de 3%. Na
lavagem traqueobrdnquica por traqueocentese (LARSON & BUSCH, 1985;
SWEENEY et al., 1992a e b) e em outras técnicas, endoscoipicas ou as cegas
(DERKSEN et al., 1989; SWEENEY et al.,, 1989; ROSSIER et al., 1991), a
quantidade de linfocitos diminuiu exageradamente, tanto na presenca como na
auséncia de doenca respiratoria.

Em bezerros, a situagdo ndo é muito diferente. Wilkie & Markhan (1981),
em amostra colhida por via endoscoépica, observaram 28% de linfocitos no
lavado tragueobrdonquico de animais clinicamente sadios. Outros autores,
utiizando a via endoscOpica ou obtendo amostra por lavagem as cegas,
encontraram numero bastante reduzido de linfocitos, independente do
diagndstico de problemas respiratorios (KIMMAN et al., 1986; LAY et al., 1986;
PRINGLE et al., 1988; ALLEN et al., 1992a). Goncalves (1997) estudando a

populacdo das células em lavado traqueobronquico de bezerros sadios e
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portadores de broncopneumonia encontrou cerca de 1,83% de linfécitos em
animais sadios e 3,98% em animais com broncopneumonia grave. No presente
trabalho, ndo houve diferenca significativa estatisticamente entre 0os grupos,
porém, nossos dados concordam com a literatura descrita onde foram
encontrados cerca de 1,44 e 1,58% em animais sadios e portadores de
afeccbes respiratérias, respectivamente, mostrando menor frequéncia destas
células, e sem alteragdes significativas entre os grupos.

Em relacdo aos eosindfilos, a maioria dos trabalhos confirma sua
auséncia ou pequena proporcdo no lavado traqueobrdonquico de equinos e
bovinos, clinicamente sadios ou portadores de doencas respiratérias (LAY et
al., 1986; DERKSEN et al., 1989; NAYLOR et al., 1992; LAPOINTE et al., 1993;
MCGORUM et al., 1993 a e b). Em geral, o encontro destas células se
relaciona a etiologia do processo, ou seja, reacbes a vermes e fungos
(DEEGEN et al., 1982; WHITWELL & GREET, 1984; LESTER, 1993). O
encontro destas células nos animais estudados pode estar relacionado a
verminose, devido a suscetibilidade desta espécie as helmintoses. A média
encontrada em animais sadios maior do que em doentes, esta relacionada a
um animal com aumento marcante de eosinéfilos no lavado (Tabela 11 —
Apéndice). Embora o exame do sistema respiratério ndo tenha evidenciado
alteragbes broncopulmonares nesses animais, talvez se realizado, o exame
coproparasitolégico poderia evidenciar verminose, ja que esta espécie é
altamente susceptivel aos endoparasitas.

Os animais doentes do grupo estudado estavam em fases variadas de
inflamacéo, apresentando-se em diferentes tempos de evolugdo do processo
clinico, bem como localizacdo, tendo em vista que alguns animais
apresentavam apenas sinais de vias aéreas anteriores (4/23). Este fato sugere
a necessidade de estudos quanto a funcdo das células de defesa pulmonar na
espécie ovina. Tendo em vista que, no exame geral do rebanho, houve um
namero acentuado de animais com sinais das vias aéreas anteriores, no
entanto, apresentavam-se clinicamente sadios e nado foram incluidos neste
estudo.

Outras alteragbes encontradas em trés animais mais gravemente
acometidos, provavelmente de etiologia bacteriana, condizem com a literatura
(RAKICH & LATIMER 1989), no que diz respeito ao aumento de neutrofilos,
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poucos macrofagos, presenca de muco, e bactérias. Também foram
encontrados, nos lavados desses animais, macrofagos fagocitando bactérias,
neutrofilos degenerados, bactérias livres na lamina (cocos Gram negativos), e
presenca de particulas estranhas, provavelmente pélen, fagocitadas ou néo.

A tentativa de estabelecimento do diagndstico etiolégico neste trabalho,
por meio da coloracdo de Gram nao teve sucesso, visto que foram encontradas
bactérias coradas tanto em animais sadios quanto em doentes, principalmente
na forma de cocos e menos freqientemente, de estreptococos.

Em relacdo as coloracbes utilizadas, o método de Shorr foi mais
elucidativo na diferenciacdo celular e visualizacdo de nucleos, apresentando
laminas mais limpas, sem muitos artefatos e sem excesso de corante,
permitindo boa visualizacao e diferenciacéo das células. Nesta coloracao foram
mais facilmente distinguiveis os linfécitos e eosindfilos. O Giemsa, também
utilizado na diferenciacdo celular, em alguns casos apresentava as células
muito escuras dificultando a diferenciacdo, no entanto, permitiu a visualizacao
de bactérias livres e fagocitadas, do aspecto dos neutréfilos e muco, que nao
eram notados na outra coloracdo de um mesmo animal.

E interessante que se investigue tendéncia ao aumento das proporcdes
celulares em ovinos portadores de broncopneumonia. O quadro clinico tem
evolugdo continua, ndo € estanque e est4d diretamente relacionado a
intensidade do processo inflamatorio, no momento da colheita do lavado
tragueobrdnquico, explicando a variacao individual das avaliacGes citolégicas
dos animais doentes. Ha necessidade do aprimoramento de técnicas
diagnosticas nessa espécie, tendo em vista sua importdncia no contexto
pecuario nacional, o grande niumero de animais criados, a taxa de sobrevida
aumentada de matrizes e reprodutores e o valor econbmico desses animais
com genética melhorada.

Com relacdo a metodologia utilizada para obtencdo das amostras de via
aéreas posteriores, o0 lavado traqueobrdénquico por via nasotragueal mostrou-se
eficiente na obtencdo de amostras de vias distais, com representatividade
celular da regido broncopulmonar. E de facil realizacdo, podendo utilizar
material de baixo custo e facil manuseio. No entanto, requer treinamento e
habilidade para passagem da sonda em menor tempo possivel sem muito

desconforto ao animal.
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O resultado do estudo clinico e citolégico deste trabalho, contribui com a
atividade clinica, no sentido de reforcar a importdncia do diagnostico das
afeccbes respiratérias na espécie ovina, ressaltando a importancia da
avaliacao clinica complementada com dados de exames auxiliares especificos
para as vias aéreas, devendo-se tomar atencdo as variacdes individuais e
metodologia de colheita das amostras. A interpretacdo desses dados na rotina
clinica pode direcionar o clinico quanto ao diagnéstico e terapia adequada.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢cOes deste estudo, pdde-se concluir que:

1. A presenca ou a associagdo de sinais clinicos confirmou o diagnostico
e caracterizou a localizagcdo do processo respiratorio.

2. Os sinais clinicos mais freqientes em animais com processos
respiratorios foram corrimento nasal, ruido tragqueobrénquico aumentado,

crepitacdo grossa, ruido laringotraqueal e reflexo de tosse.

3. O ruido tragueobrdonquico aumentado e a presenca de crepitacao

grossa estiveram presentes e associados em animais com broncopneumonia.

4. A frequéncia respiratéria aumentada € um dado importante no exame
fisico de ovinos com problemas respiratérios, no entanto, deve ser dada
atencdo ao conjunto de dados obtidos devido a facil alteracao deste parametro

nesta espécie.

5. O resultado clinico baseado na pontuacéo para a presenca de sinais foi
maior em animais com enfermidades respiratérias, sendo progressivo 0

aumento dos escores para esses animais.

6. A técnica de lavado traqueobrénquico presta-se como metodologia
para obtencdo de amostras broncopulmonares para avaliagdo citolégica na

espécie ovina, sendo acessivel e de facil realizagéo.

7. Ha grande variacdo na contagem total de células nucleadas em
animais com enfermidade respiratéria, embora ndo seja um dado confidvel para

confirmacéo diagndstica, quando avaliado individualmente.

8. Houve diminuicdo significativa na porcentagem de macréfagos e

aumento da frequéncia cardiaca nos animais com enfermidades respiratorias.
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9. Animais com sinais de ruido traqueobrénquico aumentado, inspiracao

entrecortada e crepitacao grossa, caracterizando envolvimento

broncopulmonar, tiveram predominio de neutréfilos e diminuicdo na populacdo
de macrofagos.
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APENDICE
QUADRO 01. Plano de exame clinico.
EXAME CLINICO
Identificacéo:
Espécie: | raga: | Sexo: idade: | Estado Nutricional:
Proprietério:
Endereco: | Telefone:
Parémetros vitais: FC: bpm | FR: mpm | MR: Temp: °C
Atitude: Mucosas:
Inspecéo:
Muflo: 0 normal 0 ressecado
Narinas: Secrecgao [0 ausente U presente cor
aspecto
O NDN odor
unilateral
bilateral
Ar expirado O normal O diminuido O ausente
O unilateral O bilateral
Traquéia: 00 NDN 0 crepitacdo 0 som laringotraqueal aumentado
O tosse seca
Reflexo da Tosse: 0 negativo O positivo 0 tosse produtiva
Pulméo: Tipo respiratorio: O eupnéia O dispnéia O inspiratoria
O expiratéria
0 mista
Postura: 0 normal O ortopneica
Auscultacéo: Crepitagao fina O ausente O lado direito
O presente O lado esquerdo
porcao:
Crepitacdo grossa O ausente O lado direito
O presente O lado esquerdo
porcéo:
Ronco 0 ausente 0 presente
Sibilo O ausente O lado direito
O presente O lado esquerdo
porcéo:
Som 0 NDN O lado direito
traqueobrénquico 00 aumentado O lado esquerdo
porcéo:
Som 0 NDN O lado direito
bronquiobronquiolar | 0 aumentado 0 lado esquerdo porgéo:
Propagacéo cardiaca | J NDN O lado direito
0 aumentado 0 lado esquerdo porcao:
Percusséo: O claro 0 macico
Area de siléncio:
Roce Pleural:
Linfonodos
Observacoes:
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TABELA 7. Valores individuais dos parametros vitais dos animais do grupo
sadio (GS — n=19).

FC FR T
Animais bpm mpm °C
11 100 36 38,5
13 104 36 39,5
20 80 40 39,3
21 100 32 39,3
22 96 36 39
23 100 36 40,4
24 96 32 39,5
25 88 32 38,7
29 100 40 39,5
30 78 36 39
35 74 28 38,9
36 88 28 38,2
37 80 42 38,4
39 70 24 38,2
49 76 32 39,2
50 80 28 39,1
51 84 28 39
52 96 36 38,8
53 96 32 38,5
Média 88,7 33 39,00
Mediana 88,0 32 39,00

Desvio-padréo 10,7 5 0,54
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TABELA 8. Valores individuais dos parametros vitais dos animais do grupo

com afeccdes respiratorias (GD — n= 23).

FC FR T
Animais bpm mpm °C
8 112 40 39,5
9 92 36 39
10 100 32 39,2
12 104 36 38,8
14 104 36 38,8
15 88 48 39,1
16 116 52 38,5
17 88 32 39,6
18 100 40 39,5
27 104 44 39,6
31 70 24 40,2
32 106 24 38,4
34 90 30 38,1
38 100 44 39,6
40 88 36 38,5
41 104 36 38,7
43 60 36 38,2
44 120 36 37,8
45 76 40 37,5
46 72 20 38
47 120 40 38,3
48 116 40 38
54 100 36 39,2
Média 96,96 36,43 38,79
Mediana 100,00 36,00 38,8
Desvio-padrdo 16,24 7,43 0,70
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TABELA 9. Contagem total de células nucleadas e hemacias do lavado
traqueobronquico de ovinos sadios (GS — n=19).

Células nucleadas Hemacias
Animais / ml / ml
11 19800 1100
13 25850 1100
20 165000 202400
21 88550 9900
22 149050 28600
23 58500 5500
24 33000 3850
25 152350 41250
29 51700 1100
30 57750 9350
35 45650 2200
36 9900 1100
37 27500 0
39 4400 0
49 81400 81950
50 58850 11000
51 74250 1000
52 10450 0
53 114400 67100
Média 64650,0 24657,9
Mediana 57750,00 3850,00

Desvio-padréo 49674,3 49167,2
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TABELA 10. Contagem total de células nucleadas e hemécias do lavado
tragueobrdonquico de ovinos portadores de afeccBes respiratérias

(GD — n=23).
Animais Células nucleadas Hemaécias
/ ml / ml
82900 6750
9 39600 709500
10 86900 44500
12 41250 1100
14 130350 2750
15 32450 9350
16 52250 8250
17 12100 2750
18 39500 3850
27 64300 8250
31 156650 3300
32 128600 6600
34 163350 2200
38 177100 0
40 13750 0
41 49500 1100
43 34650 1100
44 166000 1100
45 71500 7700
46 232650 259600
47 105600 3300
48 2350000 8000
54 6000 0
Média 184215,2 47437,0
Mediana 71500,0 3300,0
Desvio-padrdo 476122,8 153963,4




Julio Simdes Marcondes Apéndice 106

TABELA 11. Contagem diferencial de células provenientes de lavado
traqueobronquico de ovinos clinicamente sadios (GS — n=19).

o Macrofagos CEC Neutrofilos Linfocitos Eosinéfilos
Animais % % % % %
11 35,26 1,32 63,16 0,26 0,00
13 85,00 9,50 5,00 0,00 0,50
20 77,50 7,75 12,75 1,50 0,50
21 75,58 13,25 6,49 3,90 0,78
22 80,56 3,94 13,19 1,39 0,93
23 77,00 10,56 11,50 0,94 0,00
24 67,54 13,51 18,25 0,71 0,00
25 68,21 12,06 17,40 2,32 0,00
29 39,50 16,50 33,75 2,75 7,50
30 84,75 9,50 3,50 2,00 0,25
35 61,35 8,48 26,93 3,24 0,00
36 52,46 21,31 22,95 0,00 3,28
37 75,00 13,35 11,17 0,00 0,49
39 87,37 11,58 1,05 0,00 0,00
49 53,25 20,75 22,25 3,75 0,00
50 55,70 33,33 10,13 0,84 0,00
51 54,88 33,17 10,00 1,95 0,00
52 9,75 8,75 80,75 0,75 0,00
53 51,50 36,50 10,50 1,00 0,50
Média 62,74 15,01 20,04 1,44 0,77
Mediana 67,54 12,06 12,75 1,00 0,00

Desvio-padréo 20,04 9,88 20,26 1,27 1,80
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TABELA 12. Contagem diferencial de células provenientes de lavado
traqueobrdonquico de ovinos portadores de afeccdes respiratérias

(GD — n=23).
Macroéfagos CEC Neutréfilos Linfécitos Eosinodfilos
Animais % % % % %
8 19,00 26,50 52,00 1,50 1,00
9 55,19 41,85 2,59 0,37 0,00
10 83,10 5,24 9,29 0,48 1,90
12 69,51 23,90 4,15 1,71 0,73
14 82,97 5,60 9,00 1,22 1,22
15 69,27 8,78 18,54 3,17 0,24
16 65,84 9,98 20,20 1,75 2,24
17 27,14 70,95 1,43 0,00 0,48
18 35,14 50,45 13,06 0,45 0,90
27 66,13 6,73 25,06 0,23 1,86
31 81,00 9,74 9,03 0,24 0,00
32 46,26 44,49 8,37 0,88 0,00
34 22,62 2,14 75,24 0,00 0,00
38 14,00 3,75 80,75 1,50 0,00
40 57,43 41,58 0,99 0,00 0,00
41 9,03 52,26 28,27 7,60 2,85
43 79,14 2,16 17,03 0,00 1,68
44 25,61 4,15 67,56 1,71 0,98
45 13,46 2,24 81,73 2,56 0,00
46 20,98 1,22 74,15 3,66 0,00
47 13,66 3,66 57,80 6,10 18,78
48 3,75 1,00 94,50 0,75 0,00
54 41,90 16,96 37,16 2,49 1,50
Média 43,57 18,93 34,26 1,67 1,58
Mediana 41,90 8,78 20,20 1,22 0,73

Desvio-padrédo 27,07 20,81 31,10 1,95 3,85
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Resumo

Avaliou-se a técnica de colheita de células do trato respiratério em ovinos, por
sondagem nasotraqueal e caracterizou-se a populagdo celular em 19 ovinos clinicamente
sadios. Os animais foram contidos em estacdo, com cabecga e pescogo estendidos e
alinhados com a coluna vertebral. Apds a contencdo foi introduzida uma sonda guia
siliconizada até a bifurcagdo da traquéia, por dentro desta passou uma sonda de menor
calibre para realizacdo do lavado traqueobronquico. A média da contagem de células

nucleadas foi de 64.650 + 49.674. A analise citol6gica das amostras evidenciou, pelas



meédias das porcentagens obtidas, 62,74% de macréfagos, 15,01% de células epiteliais
cilindricas, 20,04% de neutrofilos, 1,44% de linfécitos e 0,77% de eosinofilos.
Concluiu-se que o método de colheita por sondagem nasotraqueal foi eficiente na
obtencdo de amostras de regides traqueobronquicas para caracterizacdo citologica e

diferenciacéo celular nas amostras obtidas, sendo bem suportado pelos ovinos.

Palavras chave: Lavado traqueobrénquico, ovinos, citologia, citocentrifuga



OBTENTION METHODS OF RESPIRATORY TRACT CELSS IN
HEALTHY SHEEP BY THE TRACHEOBRONCHEAL LAVAGE TECHNIQUE

BY NASOTRACHEAL VIA

ABSTRACT

The technique of pulmonary cells obtention by nasotracheal intubation was
evaluated and the cellular population of 19 hedthy sheep was characterized. The
animals were hold standing still with head and neck strait; aligned with the vertebral
spine and a silicone tube guide till the carina, to introduce a lower caliber tube for
precede the tracheobronchial lavage. The average counting of nucleated cells was
64.650 + 49.674. The cytological analyses of the samples slowed by the average of
obtained percentages. 62,74% of macrophages, 15,01% cylindrical epithelia cells,
20,04% of neutrophills, 1,44 of Iymphocytes and 0,77% of eosinophills. It was
concluded that this methods of sample obtention by nasotracheal intubation to reach the
tracheobronchial region was efficient to cytological characterization and cellular

differentiation in the obtained samples, being well supported by the animals.

Key words: tracheobronchial lavage, sheep, cytology, citocentrifugation



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a ovinocultura no estado de S&o Paulo abandonou a condicéo
periférica para congtituir-se na principal exploracdo econémica de muitas propriedades
rurais, e ja desponta como atividade agropecuéria importante no contexto econémico do
Estado.

Junto com o crescimento populacional e a intensificagdo na produtividade,
surgiram diversas doencgas, principamente nagueles animais mantidos em sistemas de
confinamento. Nestes tipos de criacdo, 0 estresse ambiental relacionado a alta taxa de
lotac&o predispde ao aparecimento de doencas respiratorias. Estas doencas estdo entre as
principais causas de mortalidade nesta espécie, variando de 10 a 40% nos animais
adultos (VIEIRA et a., 1993) e 17% nos jovens (ROOK et al., 1990).

Atualmente, as doencas respiratérias sdo consideradas sério problema de sanidade
apresentando altos indices de morbidade e mortalidade, além das perdas econdmicas
representadas pela menor conversdo alimentar, retardo no ganho de peso e gastos com
diagndstico e tratamento (KIMBERLING, 1988; RAO et al., 1993; MARTIN, 1996).

Tendo em vista a importéancia desses problemas, faz-se necessério a obtencdo de
um grande numero de informagBes semioldgicas para melhor acuracia diagndéstica,
especificamente visando a gravidade do processo para que medidas terapéuticas e
profilaticas sgjam ingdtituidas prontamente. Com essa findidade, as secrecOes
traqueobrénquicas estdo sendo cada vez mais pesquisadas e associadas ao exame clinico
para auxilio diagndstico, tanto citol égico quanto microbiol 6gico das vias aéreas.

Através da técnica de quantificac8o e andlise dos tipos celulares recuperados em
amostras do trato respiratério inferior € possivel avaliar o grau da lesdo das vias aéreas

inferiores. Tais informagbes sd0 usadas no estabelecimento do diagndstico



(GONCALVES, 1997), avaliacdo da intensidade dos processos respiratérios e da
efetividade do tratamento (COUETIL et al., 2001).

Além do diagnostico pelo exame clinico, 0 estudo citologico € importante para a
determinacdo etiologica das doencas respiratOrias em diversas espécies animais
(WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et a., 1989; GONCALVESet d., 2004). O
lavado traqueal é frequentemente usado para auxilio no diagnéstico das ateracfes do
trato respiratorio de eqlinos (FORGARTY, 1990), e de bovinos (GONCALVES, 1997,
BARROS et al., 1994;).

A lavagem broncoalveolar foi adaptada para uso em equinos por Viel (1983),
demonstrando boa correlagdo entre a citologia do lavado tragueobrénquico e a
histologia pulmonar nesses animais, sendo um dos métodos mais utilizados
(WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989). Atualmente o seu amplo uso
éjustificado por oferecer diagndstico rapido e resultados confidveis. Além deste método
de colheita, a sondagem nasotraqueal também € utilizada, com custo menor que a
endoscopia e se presta ao estudo citolégico do lavado traqueobrénquico em animais de
producéo (GONCALVES, 1997).

Nos ovinos, aliteratura € escassa (ROLA- PLESZCZYNSKI et al., 1981) e ndo se
tem conhecimento de citagdes nacionais quanto a citologia do aparelho respiratorio,
com o intuito da caracterizagdo do processo ou como auxilio diagndstico.

Estudos tém reportado que a citologia do sistema respiratério é extremamente
importante na diferenciacdo entre processos infecciosos, aérgicos, parasitérios e
neopl asicos além de contribuir significativamente na escolha daterapia (BEECH, 1981).

A utilizag8o da técnica de colheita do lavado traqueobrénguico em ovinos ainda

ndo é explorada. No entanto, como nas outras espécies (GONCALVES, 1997;



FERNANDES et al., 2000; GONCALVES et a., 2004), deve ser (til para o diagnostico
e prognostico de enfermidades do trato respiratorio.

Historicamente, a literatura mostra 0 empenho de varios autores no intuito de
viabilizarem a colheita de amostras do trato respiratorio posterior. Iniciamente, foi
utilizada no homem por Pecora (1959), que utilizou a aspiracdo traqueal, por via
transtraqueal, para colheita de material de vias aéreas inferiores, para cultivo bacteriano.
Mansmann & Knight (1972), adaptaram a técnica do aspirado traqueal para uso em
equinos, e Beech (1975) sugeriu que a citologia do material assim obtido poderia ser
utilizada na avaliacdo de equiinos com doencas pulmonares. Desde ent&o € de utilizagdo
rotineira em cavalos com doencas respiratorias cronicas (WHITWELL & GREET,
1984; COUETIL et al., 2001).

V&rias adaptagdes da técnicainicial foram desenvolvidas em bovinos, entre elas, a
lavagem traqueobrénqguica por traqueocentese, com a variante de que o liquido de
colheita é injetado a partir da bifurcacéo traqueal (GONCALVES, 1987; GONCALVES
et a., 1990; BARROS et al., 1994); alavagem orotraqueal, com introducéo do tubo de
colheita por via ora e deposicdo do liquido na atura da bifurcacdo traqueal
(CORSTVET et d., 1982); alavagem broncoalveolar as cegas, com introducéo de tubo
siliconizado no bronquio para inoculagdo do liquido (SWEENEY & BEECH, 1991;
MORI, 2000), e a lavagem broncoalveolar por endoscopia, com o endoscopio aojado
no segmento bronquial, sendo o liquido de lavagem ai depositado (FORMAN et d.,
1982; PRINGLE et a., 1988; ALLEN et al., 1992).

Nos bovinos a intubagcdo nasotraqueal foi utilizada por Gongalves (1997) que
introduziu um tubo guia siliconizado através da narina e o direcionou até a por¢ado mais
baixa da traquéia. Por dentro deste tubo guia introduziu uma sonda de polietileno onde

fez a infusdo de 60ml de solucdo fisioldgica e aspirou o conteldo. Esta técnica foi



utilizada em bezerros para a realizacdo de estudos citologicos, pela possibilidade de
contaminacdo do material com secrecfes do trato respiratorio anterior (GONCALVES
et a., 2004), mostrando-se porém eficiente, na amostragem celular do lavado.

Nos ovinos, a colheita de material de vias aéreas inferiores tem sido pouco
explorada no que diz respeito ao diagnéstico de problemas respiratérios. A principal
utilizagdo dessa espécie animal no estudo das secregdes broncoalveolares visa o estudo
das doengas respiratorias no homem (GORIN et a., 1979; ROLA-PLESCZYNSKI et
a., 1981; BEGIN et a., 1983; BOSSE et a., 1987; BURRELS & WILLIAMS 1987;
MORNEX et a., 1994, BROGDEN et a., 1998). A maior parte das colheitas foram
realizadas em animais mortos (MORNEX et al., 1994; BROGDEN et al., 1998), embora
aguns autores realizaram o experimento com endoscopia (BEGIN, 1983,) ou por
intubacdo endotraqueal (GORIN et al., 1979; BOSSE et a, 1987, BURRELS &
WILLIAMS 1987) em animais submetidos a anestesia geral.

Considerando-se a importancia dos prejuizos causados pelas doencas respiratérias
em ovinos e alimitagdo de informagfes sobre a citologia de vias aéreas desta espécie no
Brasil, o presente estudo procurou estabelecer uma metodologia adequada, de baixo
custo e pouco traumética, para obtencdo de fluido traqueobrénquico para andlise
citologica.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo 19 ovinos, independentemente de raca e sexo, com
idade entre um e quatro anos. Os animais foram submetidos a contengéo fisica em
estacdo, com a cabeca e pescoco estendido e alinhado com a coluna vertebral .

Apbs a contencdo e assepsia do vestibulo nasal, foi introduzida, por via
nasotraqueal, uma sonda guia siliconizada, de 65cm de comprimento e 0,5cm de

didmetro, previamente esterilizada e embalada individuamente. Na extremidade desta



sonda foi passada lidocaina gel com intuito de lubrificacdo e reducéo do desconforto.
Apos adentrar o0 vestibulo nasal, a passagem pelo meato nasal médio e a constatacéo de
gue a sonda estava na orofaringe, foi feito um movimento de rotacdo de 180° para
direcionar sua extremidade dorsalmente. Com isso ocorreu o toque da sonda na epiglote
e seu direcionamento para alaringe e traquéia. O desconforto, meneios de cabeca, saida
de ar pela extremidade da sonda guia, seguida ou ndo de tosse, foram o0s sinais
indicativos de sua localizagdo na via aérea. Aguardou-se a seguir, 0 momento da
inspiracdo, para que a sonda fosse empurrada sem resisténcia pela traguéia, até aregido
da carina. Com a sonda instalada e fixada manualmente, foi introduzido uma tubo de
polietileno com 85cm de comprimento e 0,3cm de didametro, adaptado a uma agulha
caibre 30, sem bisel. Este tubo foi introduzido até a saida de sua ponta,
aproximadamente cinco centimetros além da extremidade final da sonda guia,
produzindo tosse no animal. As sondas eram marcadas individualmente, de tal maneira
a saber o quanto foraintroduzido.

Apo6s a sondagem nasotraqueal, as amostras foram colhidas por método de
lavagem traqueobronquica (GONCALVES et a., 2004). Por meio de uma seringa
estéril com capacidade de 60ml, adaptada ao conjunto, foram injetados e imediatamente
aspirados de 30 a 50ml de solucéo salina isoténica comercial estéril e apirogénica, de
acordo com o tamanho do animal. Aspiracdes sucessivas foram realizadas a medida que
a sonda foi progressivamente retirada. Apos a obtencdo de amostra aparentemente
adequada, em volume e aspecto (turvagdo), o conjunto de sondas foi completamente
removido. O liquido do lavado traqueobrénquico obtido foi acondicionado em tubo de
ensaio de polietileno, armazenado em caixa isotérmica com gelo e enviado ao

Laboratorio de Citopatologia do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina



Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - UNESP, no tempo maximo de duas horas, para
processamento e realizacdo de estudos citol 0gicos.

Para a contagem total de células, o liquido do lavado traqueobronquico foi
homogeneizado em agitador de tubos (PHOENIX —Mod. AT 56), por 10 segundos, € a
contagem do numero total de células foi realizada em camara de Neubauer, sem a
utilizagdo de corantes. Foram utilizados os nove quadrados da camara, em analogia com
atécnica descrita para contagem de leucdcitos. O nimero total de células encontrado foi
multiplicado por 1,1 (fator de corregdo), fornecendo o nimero tota de células por
microlitro de lavado, segundo Coles (1984). Multipilicou-se o valor encontrado por 10°
para obtencdo do valor em célulasml. A impressdo celular em |aminas histoldgicas de
vidro com extremidade fosca, foi obtida por meio de citocentrifugacdo (Revan
Centrifuga Cilco Cito) de 200 microlitros do lavado traqueobrénquico a 800rpm por
seis minutos. As laminas foram coradas pelos métodos de Giemsa e Shorr, para
identificar as células, avaliar suas caracteristicas morfolOgicas e realizar as contagens
diferenciais. Para coloragdo de Shorr, as |aminas foram fixadas com solucéo de & cool
etilico a 95%, imediatamente apods a citocentrifugacdo. Para a coloracdo por Giemsa as
l&minas foram secas ao ar ambiente e fixadas com metanol (KOSS, 1992).

Analisaram-se, para cada animal, nimero e porcentagem de células epiteliais
cilindricas (CEC), macréfagos (M), neutréfilos (N), linfécitos (L) e eosindfilos (E).
Foram contadas em 400 células em microscopio éptico comum, com aumento de 400x.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A técnica foi bem suportada pelos ovinos submetidos ao método de colheita, ndo
houve necessidade de sedacéo e forneceu material adequado para realizacéo de estudos
citologicos. Foi segura, prética, pouco traumética e atingiu o objetivo de obtencéo de

amostra representativa da regido traqueobrénquica, constituida por grande quantidade
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de macrofagos alveolares e pouca contaminacdo por células do trato respiratorio
anterior (ZINKL, 1992). O tubo guia foi utilizado neste trabalho para evitar a
contaminacdo por células da orofaringe e da traquéia, o que pode ocorrer nos lavados
bucotraqueais e nasotragueais (CORSTVET et a., 1982; GONCALVES 1997,
GONCALVES et a., 2004). Como ha a necessidade de que o lavado represente o
pulmd como um todo para o estudo dos processos inflamatérios, o liquido foi
depositado na bifurcagdo traqueal, evitando-se a limitacdo provocada pela lavagem
broncoalveolar as cegas, redlizada com a introducdo do tubo guia no brénquio
(SWEENEY & BEECH 1991; MORI, 2000) ou por endoscopia (PRINGLE et al., 1988;
ALLEN et al., 1992). A introducéo deste tubo contribuiu, também, para desencadear o
reflexo de tosse, favorecendo a colheita de células das regibes mais profundas
(GONCALVES, 1997).

Segundo Gongalves et a., (2004), os resultados citolégicos da literatura de
lavados broncopulmonares séo variados devido a falta de padronizacdo de técnicas de
colheita, principalmente no que diz respeito a comparacdo de animais sadios e doentes.
Por isso, € necess&rio 0 reconhecimento das limitagdes metodoldgicas que podem
interferir nos resultados.

O numero total de células nucleadas no lavado traqueobrénquico apresentou
média de 64.650 + 49.674 células por mililitro, com pouca variagdo, atingindo um
maximo de 165.000 células. A contagem total e diferencial obtida neste trabalho esta
apresentada na Tabela 1.

As amostras do lavado tragueobrénquico de ovinos clinicamente sadios
caracterizaram-se por predominio de macréfagos, acima de 60% do total de células,
seguindo-se por 15% de células epiteliais cilindricas, 20% de neutréfilos, 1,4% de

linfocitos e 0,77% de eosindfilos, em acordo com os achados de Gongalves et al.,
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(2004), a excecdo dos eosinofilos que ndo foram identificados por esse autor, em
bezerros sadios.

O predominio de macréfagos nas amostras obtidas neste estudo (Figura 1), indica
que o liquido obtido foi representativo das vias aéreas distais (ZINKL, 2002). Segundo
a literatura, ha variacéo na populagdo de células, na dependéncia do local de colheita.
Ocorre predominio de células epiteliais cilindricas na amostras traqueais, ja nos lavados
traqueobrénquicos ou broncoalveolares a célula predominante é o macrofago,
caracterizando amostragem das vias mais profundas do pulmé (DERKSEN, et a,
1989; GONCALVESet d., 2004).

A literatura demonstra porcentagens baixas de neutréfilos em animais sadios
variando de 6,0 % a 8,9% em bovinos e equinos, respectivamente(FERNANDES et al.,
2000; GONCALVES et a., 2004). Nossos dados revelaram média de 20,04%, valor
superior ao encontrado na literatura citada. Esse fato pode estar relacionado ao hébito de
pastejo e tipo de mangjo dos ovinos, que recebem racdo pulverulenta e sdo mantidos em
ambientes fechados e com cama, facilitando a inalagdo e instalagdo de agentes
patogénicos e alérgenos ambientais, 0 que aumenta o aporte de células de defesa, como
os neutrofilos, para o liumem tragueobronquico. Sabe-se que os neutrdfilos sdo as
células de defesa mais mobilizadas nainflamacdo (LEID & POTTER, 1985).

Em relac8o as céulas epiteliais cilindricas, nossos dados concordam com os de
Gongalves et al., (2004) que encontraram 14,9% destas células nas amostras estudadas.
Neste trabalho encontrou-se 15,01% de células epiteliais cilindricas, a maioria ciliadas
(Figura 2), refletindo a integridade do epitélio de revestimento broncopulmonar, nos
ovinos sadios.

A contagem diferencial de linfécitos no lavado traqueobrénquico de eqliinos é

controversa, na dependéncia da técnica de colheita utilizada. Por via endoscdpica, em
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animais clinicamente sadios, o numero de linfécitos varia de 30 a 50% da popul acéo
total de células do lavado (NAYLOR et a., 1992; SWEENEY et al., 1992a e b;
McGORUM et al., 1993), Em ovinos sadios, utilizando a endoscopia, Burrells &
Williams (1987) encontraram 21,9% de linfécitos. Ja Collie et a., (1999) encontraram
3% desta célula em BAL de ovinos. A porcentagem de linfécitos no lavado
traqueobronquico, obtida neste trabalho foi ainda mais baixa (Tabela 1), no entanto
concorda com os dados de Gongalves et al., (2004) que estudaram a celularidade do
lavado tragueobrénquico de bezerros.

A presenca de eosinéfilos nesta espécie, discorda da literatura (GONCALVES et
a., 2004), no entanto é equiparada a porcentagem encontrada em lavados
traqueobronquicos de equiinos (LARSON & BUSCH, 1985, DERKSEN, 1989;
SWEENEY & BEECH, 1991; FERNADES et a., 2000), provavelmente, nos ovinos,
relaciona-se a presenca de verminose, ja que sdo altamente susceptiveis a endoparasitas.

CONCLUSOES

Com relagdo a metodologia utilizada para obtencdo das amostras de via aéreas
posteriores, o lavado traqueobronquico por via nasotragueal mostrou-se eficiente na
obtencdo de amostras de vias aéreas distais, com representatividade celular da regido
broncopulmonar. E de fécil realizago, utiliza material de baixo custo, no entanto,
requer treinamento e habilidade para passagem da sonda em menor tempo possivel, sem
muito desconforto ao animal, 0 que evita contaminagéo por células do trato respiratorio
anterior. O seu uso é recomendado como adjuvante no estudo do sistema respiratorio de
ovinos. Desta maneira, 0 uso desta técnica deve ser estimulado no estudo do sistema
respiratorio de ovinos e recomendado como método auxiliar no diagnostico das doencas

respiratorias.
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Figura 1. Visdo panoramica de células do lavado
traqueobronquico de ovinos sadios, com
predominio de macrofagos (=9 ), hota-se algumas
células epiteliais cilindricas (—> ) — Shorr (400x).

FIGURA 2. Células epiteliais cilindricas e ciliadas
— Giemsa (500x).
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Tabela 1. Contagem total de células nucleadas e contagem diferencial das células do

lavado tragueobrénquico de ovinos sadios, média (m), mediana (md) e desvios-padréo

(9).

Células nucleadas (/ml)
Macrofagos (%)

Células epiteliais cilindricas (%)
Neutrofilos (%)

Linfoécitos (%)

Eosindfilos (%)

m md S
64.650 57750,0 49,674,3
62,74 67,54 20,04
15,01 12,06 9,8
20,04 12,75 20,26
1,44 1,0 1,27
0,77 0 1,8
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Resumo

Avaliou-se a técnica de colheita de células do trato respiratério em ovinos, por
sondagem nasotraqueal e caracterizou-se a populagdo celular em 19 ovinos clinicamente
sadios. Os animais foram contidos em estacdo, com cabecga e pescogo estendidos e
alinhados com a coluna vertebral. Apds a contencdo foi introduzida uma sonda guia
siliconizada até a bifurcagdo da traquéia, por dentro desta passou uma sonda de menor
calibre para realizacdo do lavado traqueobronquico. A média da contagem de células

nucleadas foi de 64.650 + 49.674. A analise citol6gica das amostras evidenciou, pelas



meédias das porcentagens obtidas, 62,74% de macréfagos, 15,01% de células epiteliais
cilindricas, 20,04% de neutrofilos, 1,44% de linfécitos e 0,77% de eosinofilos.
Concluiu-se que o método de colheita por sondagem nasotraqueal foi eficiente na
obtencdo de amostras de regides traqueobronquicas para caracterizacdo citologica e

diferenciacéo celular nas amostras obtidas, sendo bem suportado pelos ovinos.

Palavras chave: Lavado traqueobrénquico, ovinos, citologia, citocentrifuga



OBTENTION METHODS OF RESPIRATORY TRACT CELSS IN
HEALTHY SHEEP BY THE TRACHEOBRONCHEAL LAVAGE TECHNIQUE

BY NASOTRACHEAL VIA

ABSTRACT

The technique of pulmonary cells obtention by nasotracheal intubation was
evaluated and the cellular population of 19 hedthy sheep was characterized. The
animals were hold standing still with head and neck strait; aligned with the vertebral
spine and a silicone tube guide till the carina, to introduce a lower caliber tube for
precede the tracheobronchial lavage. The average counting of nucleated cells was
64.650 + 49.674. The cytological analyses of the samples slowed by the average of
obtained percentages. 62,74% of macrophages, 15,01% cylindrical epithelia cells,
20,04% of neutrophills, 1,44 of Iymphocytes and 0,77% of eosinophills. It was
concluded that this methods of sample obtention by nasotracheal intubation to reach the
tracheobronchial region was efficient to cytological characterization and cellular

differentiation in the obtained samples, being well supported by the animals.

Key words: tracheobronchial lavage, sheep, cytology, citocentrifugation



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a ovinocultura no estado de S&o Paulo abandonou a condicéo
periférica para congtituir-se na principal exploracdo econémica de muitas propriedades
rurais, e ja desponta como atividade agropecuéria importante no contexto econémico do
Estado.

Junto com o crescimento populacional e a intensificagdo na produtividade,
surgiram diversas doencgas, principamente nagueles animais mantidos em sistemas de
confinamento. Nestes tipos de criacdo, 0 estresse ambiental relacionado a alta taxa de
lotac&o predispde ao aparecimento de doencas respiratorias. Estas doencas estdo entre as
principais causas de mortalidade nesta espécie, variando de 10 a 40% nos animais
adultos (VIEIRA et a., 1993) e 17% nos jovens (ROOK et al., 1990).

Atualmente, as doencas respiratérias sdo consideradas sério problema de sanidade
apresentando altos indices de morbidade e mortalidade, além das perdas econdmicas
representadas pela menor conversdo alimentar, retardo no ganho de peso e gastos com
diagndstico e tratamento (KIMBERLING, 1988; RAO et al., 1993; MARTIN, 1996).

Tendo em vista a importéancia desses problemas, faz-se necessério a obtencdo de
um grande numero de informagBes semioldgicas para melhor acuracia diagndéstica,
especificamente visando a gravidade do processo para que medidas terapéuticas e
profilaticas sgjam ingdtituidas prontamente. Com essa findidade, as secrecOes
traqueobrénquicas estdo sendo cada vez mais pesquisadas e associadas ao exame clinico
para auxilio diagndstico, tanto citol égico quanto microbiol 6gico das vias aéreas.

Através da técnica de quantificac8o e andlise dos tipos celulares recuperados em
amostras do trato respiratério inferior € possivel avaliar o grau da lesdo das vias aéreas

inferiores. Tais informagbes sd0 usadas no estabelecimento do diagndstico



(GONCALVES, 1997), avaliacdo da intensidade dos processos respiratérios e da
efetividade do tratamento (COUETIL et al., 2001).

Além do diagnostico pelo exame clinico, 0 estudo citologico € importante para a
determinacdo etiologica das doencas respiratOrias em diversas espécies animais
(WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et a., 1989; GONCALVESet d., 2004). O
lavado traqueal é frequentemente usado para auxilio no diagnéstico das ateracfes do
trato respiratorio de eqlinos (FORGARTY, 1990), e de bovinos (GONCALVES, 1997,
BARROS et al., 1994;).

A lavagem broncoalveolar foi adaptada para uso em equinos por Viel (1983),
demonstrando boa correlagdo entre a citologia do lavado tragueobrénquico e a
histologia pulmonar nesses animais, sendo um dos métodos mais utilizados
(WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989). Atualmente o seu amplo uso
éjustificado por oferecer diagndstico rapido e resultados confidveis. Além deste método
de colheita, a sondagem nasotraqueal também € utilizada, com custo menor que a
endoscopia e se presta ao estudo citolégico do lavado traqueobrénquico em animais de
producéo (GONCALVES, 1997).

Nos ovinos, aliteratura € escassa (ROLA- PLESZCZYNSKI et al., 1981) e ndo se
tem conhecimento de citagdes nacionais quanto a citologia do aparelho respiratorio,
com o intuito da caracterizagdo do processo ou como auxilio diagndstico.

Estudos tém reportado que a citologia do sistema respiratério é extremamente
importante na diferenciacdo entre processos infecciosos, aérgicos, parasitérios e
neopl asicos além de contribuir significativamente na escolha daterapia (BEECH, 1981).

A utilizag8o da técnica de colheita do lavado traqueobrénguico em ovinos ainda

ndo é explorada. No entanto, como nas outras espécies (GONCALVES, 1997;



FERNANDES et al., 2000; GONCALVES et a., 2004), deve ser (til para o diagnostico
e prognostico de enfermidades do trato respiratorio.

Historicamente, a literatura mostra 0 empenho de varios autores no intuito de
viabilizarem a colheita de amostras do trato respiratorio posterior. Iniciamente, foi
utilizada no homem por Pecora (1959), que utilizou a aspiracdo traqueal, por via
transtraqueal, para colheita de material de vias aéreas inferiores, para cultivo bacteriano.
Mansmann & Knight (1972), adaptaram a técnica do aspirado traqueal para uso em
equinos, e Beech (1975) sugeriu que a citologia do material assim obtido poderia ser
utilizada na avaliacdo de equiinos com doencas pulmonares. Desde ent&o € de utilizagdo
rotineira em cavalos com doencas respiratorias cronicas (WHITWELL & GREET,
1984; COUETIL et al., 2001).

V&rias adaptagdes da técnicainicial foram desenvolvidas em bovinos, entre elas, a
lavagem traqueobrénqguica por traqueocentese, com a variante de que o liquido de
colheita é injetado a partir da bifurcacéo traqueal (GONCALVES, 1987; GONCALVES
et a., 1990; BARROS et al., 1994); alavagem orotraqueal, com introducéo do tubo de
colheita por via ora e deposicdo do liquido na atura da bifurcacdo traqueal
(CORSTVET et d., 1982); alavagem broncoalveolar as cegas, com introducéo de tubo
siliconizado no bronquio para inoculagdo do liquido (SWEENEY & BEECH, 1991;
MORI, 2000), e a lavagem broncoalveolar por endoscopia, com o endoscopio aojado
no segmento bronquial, sendo o liquido de lavagem ai depositado (FORMAN et d.,
1982; PRINGLE et a., 1988; ALLEN et al., 1992).

Nos bovinos a intubagcdo nasotraqueal foi utilizada por Gongalves (1997) que
introduziu um tubo guia siliconizado através da narina e o direcionou até a por¢ado mais
baixa da traquéia. Por dentro deste tubo guia introduziu uma sonda de polietileno onde

fez a infusdo de 60ml de solucdo fisioldgica e aspirou o conteldo. Esta técnica foi



utilizada em bezerros para a realizacdo de estudos citologicos, pela possibilidade de
contaminacdo do material com secrecfes do trato respiratorio anterior (GONCALVES
et a., 2004), mostrando-se porém eficiente, na amostragem celular do lavado.

Nos ovinos, a colheita de material de vias aéreas inferiores tem sido pouco
explorada no que diz respeito ao diagnéstico de problemas respiratérios. A principal
utilizagdo dessa espécie animal no estudo das secregdes broncoalveolares visa o estudo
das doengas respiratorias no homem (GORIN et a., 1979; ROLA-PLESCZYNSKI et
a., 1981; BEGIN et a., 1983; BOSSE et a., 1987; BURRELS & WILLIAMS 1987;
MORNEX et a., 1994, BROGDEN et a., 1998). A maior parte das colheitas foram
realizadas em animais mortos (MORNEX et al., 1994; BROGDEN et al., 1998), embora
aguns autores realizaram o experimento com endoscopia (BEGIN, 1983,) ou por
intubacdo endotraqueal (GORIN et al., 1979; BOSSE et a, 1987, BURRELS &
WILLIAMS 1987) em animais submetidos a anestesia geral.

Considerando-se a importancia dos prejuizos causados pelas doencas respiratérias
em ovinos e alimitagdo de informagfes sobre a citologia de vias aéreas desta espécie no
Brasil, o presente estudo procurou estabelecer uma metodologia adequada, de baixo
custo e pouco traumética, para obtencdo de fluido traqueobrénquico para andlise
citologica.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo 19 ovinos, independentemente de raca e sexo, com
idade entre um e quatro anos. Os animais foram submetidos a contengéo fisica em
estacdo, com a cabeca e pescoco estendido e alinhado com a coluna vertebral .

Apbs a contencdo e assepsia do vestibulo nasal, foi introduzida, por via
nasotraqueal, uma sonda guia siliconizada, de 65cm de comprimento e 0,5cm de

didmetro, previamente esterilizada e embalada individuamente. Na extremidade desta



sonda foi passada lidocaina gel com intuito de lubrificacdo e reducéo do desconforto.
Apos adentrar o0 vestibulo nasal, a passagem pelo meato nasal médio e a constatacéo de
gue a sonda estava na orofaringe, foi feito um movimento de rotacdo de 180° para
direcionar sua extremidade dorsalmente. Com isso ocorreu o toque da sonda na epiglote
e seu direcionamento para alaringe e traquéia. O desconforto, meneios de cabeca, saida
de ar pela extremidade da sonda guia, seguida ou ndo de tosse, foram o0s sinais
indicativos de sua localizagdo na via aérea. Aguardou-se a seguir, 0 momento da
inspiracdo, para que a sonda fosse empurrada sem resisténcia pela traguéia, até aregido
da carina. Com a sonda instalada e fixada manualmente, foi introduzido uma tubo de
polietileno com 85cm de comprimento e 0,3cm de didametro, adaptado a uma agulha
caibre 30, sem bisel. Este tubo foi introduzido até a saida de sua ponta,
aproximadamente cinco centimetros além da extremidade final da sonda guia,
produzindo tosse no animal. As sondas eram marcadas individualmente, de tal maneira
a saber o quanto foraintroduzido.

Apo6s a sondagem nasotraqueal, as amostras foram colhidas por método de
lavagem traqueobronquica (GONCALVES et a., 2004). Por meio de uma seringa
estéril com capacidade de 60ml, adaptada ao conjunto, foram injetados e imediatamente
aspirados de 30 a 50ml de solucéo salina isoténica comercial estéril e apirogénica, de
acordo com o tamanho do animal. Aspiracdes sucessivas foram realizadas a medida que
a sonda foi progressivamente retirada. Apos a obtencdo de amostra aparentemente
adequada, em volume e aspecto (turvagdo), o conjunto de sondas foi completamente
removido. O liquido do lavado traqueobrénquico obtido foi acondicionado em tubo de
ensaio de polietileno, armazenado em caixa isotérmica com gelo e enviado ao

Laboratorio de Citopatologia do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina



Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - UNESP, no tempo maximo de duas horas, para
processamento e realizacdo de estudos citol 0gicos.

Para a contagem total de células, o liquido do lavado traqueobronquico foi
homogeneizado em agitador de tubos (PHOENIX —Mod. AT 56), por 10 segundos, € a
contagem do numero total de células foi realizada em camara de Neubauer, sem a
utilizagdo de corantes. Foram utilizados os nove quadrados da camara, em analogia com
atécnica descrita para contagem de leucdcitos. O nimero total de células encontrado foi
multiplicado por 1,1 (fator de corregdo), fornecendo o nimero tota de células por
microlitro de lavado, segundo Coles (1984). Multipilicou-se o valor encontrado por 10°
para obtencdo do valor em célulasml. A impressdo celular em |aminas histoldgicas de
vidro com extremidade fosca, foi obtida por meio de citocentrifugacdo (Revan
Centrifuga Cilco Cito) de 200 microlitros do lavado traqueobrénquico a 800rpm por
seis minutos. As laminas foram coradas pelos métodos de Giemsa e Shorr, para
identificar as células, avaliar suas caracteristicas morfolOgicas e realizar as contagens
diferenciais. Para coloragdo de Shorr, as |aminas foram fixadas com solucéo de & cool
etilico a 95%, imediatamente apods a citocentrifugacdo. Para a coloracdo por Giemsa as
l&minas foram secas ao ar ambiente e fixadas com metanol (KOSS, 1992).

Analisaram-se, para cada animal, nimero e porcentagem de células epiteliais
cilindricas (CEC), macréfagos (M), neutréfilos (N), linfécitos (L) e eosindfilos (E).
Foram contadas em 400 células em microscopio éptico comum, com aumento de 400x.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A técnica foi bem suportada pelos ovinos submetidos ao método de colheita, ndo
houve necessidade de sedacéo e forneceu material adequado para realizacéo de estudos
citologicos. Foi segura, prética, pouco traumética e atingiu o objetivo de obtencéo de

amostra representativa da regido traqueobrénquica, constituida por grande quantidade
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de macrofagos alveolares e pouca contaminacdo por células do trato respiratorio
anterior (ZINKL, 1992). O tubo guia foi utilizado neste trabalho para evitar a
contaminacdo por células da orofaringe e da traquéia, o que pode ocorrer nos lavados
bucotraqueais e nasotragueais (CORSTVET et a., 1982; GONCALVES 1997,
GONCALVES et a., 2004). Como ha a necessidade de que o lavado represente o
pulmd como um todo para o estudo dos processos inflamatérios, o liquido foi
depositado na bifurcagdo traqueal, evitando-se a limitacdo provocada pela lavagem
broncoalveolar as cegas, redlizada com a introducdo do tubo guia no brénquio
(SWEENEY & BEECH 1991; MORI, 2000) ou por endoscopia (PRINGLE et al., 1988;
ALLEN et al., 1992). A introducéo deste tubo contribuiu, também, para desencadear o
reflexo de tosse, favorecendo a colheita de células das regibes mais profundas
(GONCALVES, 1997).

Segundo Gongalves et a., (2004), os resultados citolégicos da literatura de
lavados broncopulmonares séo variados devido a falta de padronizacdo de técnicas de
colheita, principalmente no que diz respeito a comparacdo de animais sadios e doentes.
Por isso, € necess&rio 0 reconhecimento das limitagdes metodoldgicas que podem
interferir nos resultados.

O numero total de células nucleadas no lavado traqueobrénquico apresentou
média de 64.650 + 49.674 células por mililitro, com pouca variagdo, atingindo um
maximo de 165.000 células. A contagem total e diferencial obtida neste trabalho esta
apresentada na Tabela 1.

As amostras do lavado tragueobrénquico de ovinos clinicamente sadios
caracterizaram-se por predominio de macréfagos, acima de 60% do total de células,
seguindo-se por 15% de células epiteliais cilindricas, 20% de neutréfilos, 1,4% de

linfocitos e 0,77% de eosindfilos, em acordo com os achados de Gongalves et al.,
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(2004), a excecdo dos eosinofilos que ndo foram identificados por esse autor, em
bezerros sadios.

O predominio de macréfagos nas amostras obtidas neste estudo (Figura 1), indica
que o liquido obtido foi representativo das vias aéreas distais (ZINKL, 2002). Segundo
a literatura, ha variacéo na populagdo de células, na dependéncia do local de colheita.
Ocorre predominio de células epiteliais cilindricas na amostras traqueais, ja nos lavados
traqueobrénquicos ou broncoalveolares a célula predominante é o macrofago,
caracterizando amostragem das vias mais profundas do pulmé (DERKSEN, et a,
1989; GONCALVESet d., 2004).

A literatura demonstra porcentagens baixas de neutréfilos em animais sadios
variando de 6,0 % a 8,9% em bovinos e equinos, respectivamente(FERNANDES et al.,
2000; GONCALVES et a., 2004). Nossos dados revelaram média de 20,04%, valor
superior ao encontrado na literatura citada. Esse fato pode estar relacionado ao hébito de
pastejo e tipo de mangjo dos ovinos, que recebem racdo pulverulenta e sdo mantidos em
ambientes fechados e com cama, facilitando a inalagdo e instalagdo de agentes
patogénicos e alérgenos ambientais, 0 que aumenta o aporte de células de defesa, como
os neutrofilos, para o liumem tragueobronquico. Sabe-se que os neutrdfilos sdo as
células de defesa mais mobilizadas nainflamacdo (LEID & POTTER, 1985).

Em relac8o as céulas epiteliais cilindricas, nossos dados concordam com os de
Gongalves et al., (2004) que encontraram 14,9% destas células nas amostras estudadas.
Neste trabalho encontrou-se 15,01% de células epiteliais cilindricas, a maioria ciliadas
(Figura 2), refletindo a integridade do epitélio de revestimento broncopulmonar, nos
ovinos sadios.

A contagem diferencial de linfécitos no lavado traqueobrénquico de eqliinos é

controversa, na dependéncia da técnica de colheita utilizada. Por via endoscdpica, em
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animais clinicamente sadios, o numero de linfécitos varia de 30 a 50% da popul acéo
total de células do lavado (NAYLOR et a., 1992; SWEENEY et al., 1992a e b;
McGORUM et al., 1993), Em ovinos sadios, utilizando a endoscopia, Burrells &
Williams (1987) encontraram 21,9% de linfécitos. Ja Collie et a., (1999) encontraram
3% desta célula em BAL de ovinos. A porcentagem de linfécitos no lavado
traqueobronquico, obtida neste trabalho foi ainda mais baixa (Tabela 1), no entanto
concorda com os dados de Gongalves et al., (2004) que estudaram a celularidade do
lavado tragueobrénquico de bezerros.

A presenca de eosinéfilos nesta espécie, discorda da literatura (GONCALVES et
a., 2004), no entanto é equiparada a porcentagem encontrada em lavados
traqueobronquicos de equiinos (LARSON & BUSCH, 1985, DERKSEN, 1989;
SWEENEY & BEECH, 1991; FERNADES et a., 2000), provavelmente, nos ovinos,
relaciona-se a presenca de verminose, ja que sdo altamente susceptiveis a endoparasitas.

CONCLUSOES

Com relagdo a metodologia utilizada para obtencdo das amostras de via aéreas
posteriores, o lavado traqueobronquico por via nasotragueal mostrou-se eficiente na
obtencdo de amostras de vias aéreas distais, com representatividade celular da regido
broncopulmonar. E de fécil realizago, utiliza material de baixo custo, no entanto,
requer treinamento e habilidade para passagem da sonda em menor tempo possivel, sem
muito desconforto ao animal, 0 que evita contaminagéo por células do trato respiratorio
anterior. O seu uso é recomendado como adjuvante no estudo do sistema respiratorio de
ovinos. Desta maneira, 0 uso desta técnica deve ser estimulado no estudo do sistema
respiratorio de ovinos e recomendado como método auxiliar no diagnostico das doencas

respiratorias.
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Figura 1. Visdo panoramica de células do lavado
traqueobronquico de ovinos sadios, com
predominio de macrofagos (=9 ), hota-se algumas
células epiteliais cilindricas (—> ) — Shorr (400x).

FIGURA 2. Células epiteliais cilindricas e ciliadas
— Giemsa (500x).
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Tabela 1. Contagem total de células nucleadas e contagem diferencial das células do

lavado tragueobrénquico de ovinos sadios, média (m), mediana (md) e desvios-padréo

(9).

Células nucleadas (/ml)
Macrofagos (%)

Células epiteliais cilindricas (%)
Neutrofilos (%)

Linfoécitos (%)

Eosindfilos (%)

m md S
64.650 57750,0 49,674,3
62,74 67,54 20,04
15,01 12,06 9,8
20,04 12,75 20,26
1,44 1,0 1,27
0,77 0 1,8
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