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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

O presente experimento foi realizado em regime de colaboracéo/cooperacédo com
0 WAIKATO INSTITUTE OF TECHNOLOGY e fez parte de um projeto de pesquisa
intitulado “Avaliagcdo de marcadores bioldgicos como auxilio diagndstico de HPIE”, sob
orientacao da Doutora Maria Fernanda de Mello Costa, com a aprovacédo da Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do WAIKATO INSTITUTE OF TECHNOLOGY
(WINTEC) — “The Animal Ethics Committee at Wintec” sob o niamero de aprovacao
93/2012.

O Departamento Veterinario de Corrida (DVC) e a Comissao de Corrida (CC) do
Jockey Club Brasileiro aprovaram e autorizaram a realizacdo do projeto de pesquisa
intitulado “Avaliacdo de marcadores biolégicos como auxilio diagnoéstico de HPIE” o
qual foi desenvolvido no periodo compreendido entre os dias 01/12/2012 a 01/02/2013.



CONCENTRACAO DE AMILOIDE A SERICA EM CAVALOS PURO SANGUE
INGLES PORTADORES DE HEMORRAGIA PULMONAR INDUZIDA POR
EXERCICIO

RESUMO — A hemorragia pulmonar induzida por exercicio (HPIE) caracteriza-se
pela ruptura de capilares pulmonares e extravasamento de sangue nas vias aéreas.
Uma das formas mais utilizadas para diagnostico € visibilizacdo de sangue na traqueia
por meio de exame endoscopico das vias aéreas. A HPIE ocasiona inflamacdo no
sistema respiratorio e a resposta de fase aguda leva a sintese de proteinas de fase
aguda, como a amiloide A sérica (AAS). Diante disso, objetivou-se com a realizacao
deste estudo avaliar se a HPIE causa aumento da AAS em equinos apos corrida.
Exame endoscopico das vias aéreas e amostras de sangue foram colhidas de equinos
da raca Puro-sangue inglés (PSI), apos corrida no Jockey Club Brasileiro, na Gavea,
Rio de Janeiro. As amostras de soro foram utilizadas para efetuar analises de AAS, por
meio de ensaio imunoenzimético pela técnica de ELISA indireto (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), utilizando kit comercial. Os dados obtidos foram avaliados por
meio de analise de variancia e verificou-se diferencas (p < 0,05) em relagéo a variavel
presenca ou auséncia de HPIE e a concentragao de AAS. Setenta e um equinos, sendo
43 machos e 28 fémeas, da raca PSI, foram distribuidos em dois grupos: o primeiro
grupo, grupo controle (GC) com 28 animais (39%); o segundo, grupo hemorragia
pulmonar induzida por exercicio (GH), com 43 animais (61%). Houve diferenca entre os
grupos (p<0,0001) em relacdo a presenca e a auséncia de HPIE. A concentracdo de
AAS no sangue dos animais dos grupos GC e GH nédo apresentou diferenca (p= 0,292),
sendo os valores médios e o erro padrdo da média (XxtEPM) correspondente a 4,9 +3,1
pg/mL e 7,5 £3,0 ug/mL, respectivamente. O grupo GH foi subdividido em relacdo aos
equinos que apresentaram (HPIE®™) ou ndo (HPIE) sangue nas vias aéreas craniais
durante o exame endoscoépico e/ou foram tratados (F*) ou ndo com furosemida (F) até
quatro horas antes da corrida na dose de 1 mg/Kg por via intravascular. Dentre os
equinos do grupo GH houve aumento da concentracdo de AAS (p= 0,020) nos animais
nao medicados com furosemida quando comparados com os que foram medicados
antes da corrida. Ademais, os animais do grupo que apresentou HPIE durante o exame
endoscépico que ndo foram tratados com furosemida antes da corrida apresentaram
aumento acentuado na concentracdo de proteina AAS (p= 0,062) em comparacdo com
0S equinos que apresentaram HPIE e foram medicados, Sendo assim, conclui-se que
mais de 50% dos equinos PSI de corrida avaliados sao acometidos pela HPIE e
equinos portadores de HPIE® medicados com furosemida antes da corrida apresentam
diminuicdo significativa da concentracdo de amiloide A sérica.

Palavras-chave: reacdo de fase aguda, equino, exercicio



SERUM AMILOYD A CONCENTRATION OF THOROUGHBRED RACEHORSES
WITH EXERCISE-INDUCED PULMONARY HEMORRHAGE

ABSTRACT - Exercise-induced pulmonar hemorrhage (EIPH) is characterized
as the rupture of pulmonary capillaries and blood loss within the respiratory tract. One of
the most important diagnostic means is the presence of fresh blood at the trachea
during endoscopic examination of the respiratory tract. EIPH causes inflammation of the
respiratory system and may cause an acute phase response leading to synthesis of
acute phase proteins such as serum amiloyd A (SAA). Therefore the aim of this study
was to evaluate if EIPH causes increase in SAA of horses after race. Endoscopic exam
and blood samples were collected from Thoroughbred racehorses after a race at the
Jockey Club Brasileiro, at Gavea, Rio de Janeiro. Serum samples were used to perform
SAA analyses by immunosorbent assay with indirect ELISA technique (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), using a commercial kit. The collected data was evaluated by
ANOVA (p = 0.05) for presence or absence of EIPH and to evaluate SAA data. Seventy
one Thoroughbred race horses, 43 males and 28 females, were used in this study and
were divided into two groups. The control group (GC) was enlisted with 28 horses
(39%) and the EIPH positive (GH) with 43 horses (61%). There was a significant
difference in between both groups (p<0.0001) related to EIPH positive and negative
horses. There was no difference on the SAA values between groups GC e GH (p=
0.292), and the mean values and mean standard error (XxMSE) were 4.9 +3.1 ug/mL e
7.5 +£3.0 ug/mL, respectively. The horses who received furosemide before the race in
the HPIE" group had significant lower SAA concentration (p= 0,020) when compared to
animals that did not receive that medication. Therefore, more than 50% of the
Thoroughbred racehorses evaluated were diagnosed with EIPH and all the horses with
HPIE® medicated with furosemide before the race presented significant lower SAA
concentration.

Keywords: acute phase reaction, equine, exercise
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1. INTRODUCAO

A anatomia e a fisiologia dos equinos permite-lhes cumprir seu papel de presa na
natureza, tornando-os atletas por exceléncia. Sabe-se que os equinos da raga Puro-
sangue inglés sdo capazes de atingir a velocidade de 64 Km/h, caracterizando-os como
atletas de alto rendimento e exigindo o maximo de sua capacidade atlética. Durante o
exercicio, para manter o equilibrio do organismo, todos os sistemas organicos devem
operar em conjunto. No entanto, apos a selecao genética, as adaptacdes ao exercicio
adquirida pelo individuo para preservar a harmonia do sistema organico levou ao
surgimento de problemas associados aos cavalos atletas, como a hemorragia pulmonar

induzida pelo exercicio, também conhecida por HPIE.

A HPIE caracteriza-se pela ruptura dos capilares pulmonares e,
consequentemente, o extravasamento de sangue para o0 lumen dos alvéolos
pulmonares apO0s o exercicio e pode afetar até 90% dos cavalos de corrida. Tal
acontecimento, a depender da severidade, estabelece diferentes graus de inflamacéao
no sistema respiratério que pode diminuir o desempenho atlético do animal e diminuir

0s ganhos monetéarios do equino ao longo de sua carreira.

Toda e qualquer inflamacéo inicia-se por resposta de fase aguda e desencadeia
a sintese de proteinas de fase aguda, como a amiloide A sérica (AAS). A AAS é uma
das proteinas mais estudadas na medicina de equinos em virtude do seu potencial
como biomarcador de inflamacdo, pois mediante a resposta de fase aguda sua
concentracdo pode aumentar em proporcdes de até 1000 vezes em relagdo aos valores

de normalidade para a espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hemorragia pulmonar induzida por exercicio

Durante o exercicio, os pulmdes sdo considerados 6rgdos essenciais para o0 bom
desempenho dos equinos, pois ndo sofrem hipertrofia ou hiperplasia ap6s o animal
chegar a idade adulta, e tampouco, com a realizacado de treinamentos (HINCHCLIFF;
GEOR, 2008). Em virtude dessa condicdo, toda e qualquer desordem que afete a
funcdo das vias aéreas em realizar adequadamente a captacdo, as trocas gasosas, 0
transporte e a difusdo tecidual do oxigénio é passivel de comprometer o desempenho
atlético (WEST, 2000). Alias, varias doencas do sistema respiratorio de equinos podem
reduzir-lhes o desempenho, como, por exemplo, a hemiplegia laringea, o deslocamento
dorsal de palato mole e a hemorragia pulmonar induzida por exercicio (VAN ERCK-
WESTERGREN; FRANKLIN; BAYLY, 2013).

Dentre as afeccbes do sistema respiratério que acometem 0sS equinos, a
hemorragia pulmonar induzida por exercicio (HPIE) destaca-se dentre aquelas que
estdo incluidas na esfera das corridas, pela possibilidade de acometer de 40% a 90%
desses animais (PASCOE et al., 1981; HINCHCLIFF et al., 2015). Caracterizada pela
presenca de sangue nas vias aéreas, apos a realizacdo de exercicios, o diagndstico da
HPIE se da, geralmente, por meio de exame endoscopico, presenca de epistaxe e/ou
aparecimento de eritrocitos no lavado broncoalveolar (HINCHCLIFF et al., 2015). Outras
espécies e outras racas também apresentam tal desordem, porém, na maioria das
vezes, ela ocorre mais frequentemente em cavalos da raga Puro-sangue inglés, em
virtude do tipo de exercicio intenso e da velocidade a que esses animais Sao
submetidos (HINCHCLIFF; GEOR, 2008; HINCHCLIFF et al., 2015).

Diversos estudos sobre HPIE foram realizados visando estabelecer suas causas,
bem como elucidar a fisiopatogenia de sua ocorréncia. A esse respeito, 0s principais

mecanismos citados sdo: diferencas nas pressoes alveolares, hipertensdo pulmonar,



relacdo mecanica e sincronica entre a respiragao e a locomocdo do equino durante o
exercicio, obstru¢des diversas do trato respiratorio cranial (superior) e aumento na
viscosidade sanguinea no decorrer do exercicio em virtude da contracdo esplénica,
disponibilizando cerca de 1/3 do total de hemacias na circulagdo sanguinea central
(HINCHCLIFF et al., 2015).

Acredita-se que todos esses fatores somados contribuem para a hipertenséo
arterial, venosa e capilar pulmonar, além do aumento excessivo da forga transmural do
endotélio pulmonar durante exercicio de alta intensidade, de modo a ocasionar o
rompimento das membranas dos capilares alveolares (WEST et al., 1993; MANOHAR,;
GOETZ, 1996). A diferenca entre as pressées do limen capilar e do lumen alveolar
determinam a pressdo ou forca transmural. Durante o exercicio, a pressdo da artéria
pulmonar s6 tende a aumentar, elevando, muitas vezes, abruptamente a pressao dos
capilares alveolares, enquanto a pressao pleural, que ja € naturalmente negativa, torna-
se cada vez mais negativa em virtude da sincronia que ocorre da inspiragdo com a
passada do galope dos equinos, de modo a elevar excessivamente a pressao
transmural e determinando o rompimento da barreira hemato-gasosa (WEST et al.,
1993; WEST, 2000; MICHELOTTO JR et al.,, 2011; SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015;
BOVE, 2016). O rompimento desta barreira determinando a hemorragia pulmonar ficou
conhecido como faléncia funcional dos capilares pulmonares em virtude do estresse
excessivo (WEST et al., 1993).

Ainda dentro deste contexto, WEST (2000) demonstrou que tal somatério de
eventos, quando ndo ha rompimento da barreira hemato-gasosa, resulta em aumento
da pressao hidrostatica com consequente extravasamento de liquido para o intersticio
ocasionando edema pulmonar em exercicios extremos. Caso haja a ruptura do
endotélio capilar pulmonar, havera extravasamento de sangue para o trato respiratorio
e resposta inflamatoria local. Como resultado dessa inflamacgéo advira a formacéo de
tecido conjuntivo fibroso, o qual interferira diretamente na funcéo tecidual local (GEOR,
2001; SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015). Na transicdo entre a area normal e a area
afetada, toda vez que o animal for submetido ao exercicio de alta intensidade, havera



elevada possibilidade dessa regido sofrer nova injlria e perpetuar o quadro anterior,
elevando ainda mais a queda do desempenho do animal (HINCHCLIFF et al., 2015).

A HPIE se revela como afec¢éo de grande importancia clinica e econdmica, pois
as lesdes no parénquima pulmonar impde diminuicdo da capacidade de difusdo de
oxigénio, e consequente diminuicdo da capacidade aerObia maxima, resultando em
menor desempenho atlético do animal (VAN ERCK-WESTERGREN; FRANKLIN;
BAYLY, 2013). Desse modo, boa parte das afec¢cbes que possam intervir na captacgéao,
transporte e difusdo do oxigénio resultar4 na diminuicdo no desempenho nas atividades

predominantemente aerdbias de qualquer espécie animal (HINCHCLIFF; GEOR, 2008).

Os sinais clinicos associados a HPIE incluem diminuicdo do desempenho nas
corridas, presenca de tosse, aumento no nimero de degluticbes e, inclusive, epistaxe
(VAN ERCK-WESTERGREN; FRANKLIN; BAYLY, 2013). Quando ndo ocorre epistaxe,
a maneira mais segura de se diagnosticar a HPIE é buscar o auxilio de exame
endoscopico das vias aéreas superiores, até 90 minutos apds o exercicio, a fim de
detectar a presenca de sangue no trato respiratorio, ou, entdo, realizar o lavado
broncoalveolar, com vistas a detectar a presenca de eritrécitos e hemossider6fagos
(COSTA et al., 2004; HINCHCLIFF et al., 2015).

Considera-se 0 exame endoscopico das vias aéreas de equinos, ap0s exercicio,
0 método-ouro para o diagndstico de HPIE, por permitir a visibilizacdo do sangue no
trato respiratorio (HINCHCLIFF et al., 2015). Uma escala de graduacédo em relacdo a
guantidade de sangue presente pode e deve ser instituida, de modo a avaliar o animal
em relacdo a severidade de HPIE. Pascoe et al. (1981) foi o primeiro a utilizar tal escala
e, na ocasido, atribuiu nUmeros para essa graduacdo, a comecar pelo niumero 0, cuja
representacdo é a auséncia de hemorragia; e na sequéncia gradua a presenca de
sangue nas vias aéreas craniais até o numero 3, o qual se refere a uma area superior a
cinco milimetros de sangue visibilizado nas vias aéreas. Essa escala determinada por
Pascoe foi modificada por Costa et al. (2004), que a ela adicionaram mais dois graus,

fazendo com que a mesma tenha amplitude na escala de 0 a 5 (Tabela 1).



Tabela 1. Tabela adaptada a partir dos critérios para avaliacdo do grau de
hemorragia pulmonar induzida por exercicio, estabelecidos por Costa et al.
(2004). Jaboticabal, 2016.

GRAU 0 Auséncia de sangue visivel

GRAU 1 Tracos de sangue na traqueia

GRAU 2 Presenca de filete de sangue na traqueia

Presenca de sangue na traqueia, em quantidade superior ao grau
GRAU3 anterior

GRAU 4 Presenca abundante, com acumulo de sangue na traqueia

GRAU 5 Hemorragia nasal e/ou presenga de sangue abundante e acumulado
na traqueia até a orofaringe

Muitos tratamentos para a HPIE ja foram propostos; porém, quando se trata de
animais atletas que, inevitavelmente voltardo a se exercitar, poucos tratamentos séo de
fato eficazes e, na literatura médico-veterinaria, ha bastante controvérsia acerca de tais
praticas (PASCOE et al, 1985; COSTA et al., 2004; HINCHCLIFF; MORLEY;
GUTHRIE, 2009; SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015). A controvérsia se da em relagcdo aos
tratamentos relatados ndo apresentarem significancia efetiva em prevenir a ocorréncia
de novo episddio de HPIE (HINCHCLIFF et al., 2015). Atualmente, os “tratamentos”
preconizados para HPIE sdo considerados apenas medidas profilaticas, com vistas a
prevenir ocorréncia da HPIE ou diminuir sua severidade, caso venha a ocorrer
(HINCHCLIFF et al., 2015; SULLIVAN et al., 2015).

Os objetivos gerais para tal tratamento devem incluir a diminuicdo da injuria e da
inflamacdo do ultimo episddio de HPIE, além da tentativa de evitar ou diminuir a
severidade de novo episddio hemorragico (HINCHCLIFF et al., 2015). Dessa maneira,
inicialmente, o animal deve ser mantido em repouso para alcancgar o primeiro objetivo
do tratamento e, ocasionalmente, antibiéticos podem ser administrados em razdo do
sangue acumulado se tornar excelente meio de cultura para bactérias no trato
respiratorio do equino (VAN ERCK-WESTERGREN; FRANKLIN; BAYLY, 2013).

O segundo objetivo seria evitar ocorréncia de novo episédio ou, pelo menos,
reduzir a severidade dos episédios subsequentes (SULLIVAN et al.,, 2015). Nesse

contexto, o uso de furosemida € o tratamento mais recomendado e mais preconizado



na literatura atualmente (HINCHCLIFF et al., 2015; SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015;
SULLIVAN et al., 2015).

A furosemida é um farmaco que possui potente efeito diurético e seu uso €
indicado em dose de 0,5 a 1,0 miligrama para cada quilo de peso vivo do animal,
administrado pela via intravascular quatro horas antes de exercicio intenso (PASCOE et
al., 1985; SULLIVAN et al., 2015). Tal pratica € justificada com base na teoria da
ocorréncia da HPIE, em virtude do aumento da pressdo transmural dos capilares
alveolares. Nesse contexto, o animal que receber a furosemida ira reduzir
temporariamente a prépria volemia, em virtude do aumento da excrecao urinaria
ocasionada pelo farmaco, havendo, consequentemente, reducdo do volume de sangue
circulante durante o exercicio. No entanto, hd de se observar que tal medida apenas
diminui a severidade da ocorréncia e da incidéncia da HPIE (MANOHAR; GOETZ,
1996; HINCHCLIFF; MORLEY; GUTHRIE, 2009; SULLIVAN et al., 2015).

2.2. Proteinas de fase aguda
No caso de o organismo vir a sofrer algum tipo de estimulo, como trauma,

inflamacédo, infeccdo, estresse ou neoplasias, pode ocorrer resposta inflamatoria
inespecifica, rapida, de fase aguda (KRISTENSEN et al., 2014). Com esse tipo de
resposta de fase aguda (RFA), advém a producdao e liberacdo de diversas moléculas do
tecido sede da injuria, incluindo citocinas pré-inflamatérias, como as interleucinas, que
estimulam em particular os hepatécitos a sintetizarem as proteinas de fase aguda
(PETERSEN; NIELSEN; HEEGAARD, 2004).

As PFA, ou proteinas de fase aguda, compreendem grupo de macromoléculas
produzidas no figado, que variam suas concentracdes no plasma, de acordo com o
estimulo inflamatorio a que o organismo é submetido (ECKERSALL et al., 1999).
Existem diversas PFA, como albumina, amiloide A sérica, aj-glicoproteina &cida,
ceruloplasmina, haptoglobina, fibrinogénio, proteina C-reativa e transferrina, dentre

outras.



A classificacdo das PFA se da de acordo com sua resposta frente ao processo
inflamatorio estabelecido, sendo positiva quando ha aumento de sua concentracéo, e
negativa quando ocorre diminuicdo de sua concentracdo plasmatica durante a RFA
(CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008). A albumina e transferrina sao
consideradas PFA negativas, ao passo que amiloide A sérica, a;-glicoproteina acida,
ceruloplasmina, haptoglobina e fibrinogénio sao classificados como PFA positivas
(BELGRAVE et al., 2013).

Em equinos, as proteinas de fase aguda de maior importancia clinica séo a
amiloide A sérica (AAS), o fibrinogénio (Fib) e a haptoglobina (Hp) (CRISMAN;
SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008; VALLE et al.; 2015). Frente a estimulo inflamatorio,
tanto o Fib como a Hp podem aumentar cerca de 10 vezes a concentracdo plasmatica
normal, enquanto a AAS pode elevar de 100 a 1000 vezes, dai a AAS ser uma das PFA
mais estudadas em cavalos (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; BELGRAVE et al., 2013).
Destarte, a amiloide A sérica é considerada confidvel marcador bioldgico, sinalizador de
inflamacéo e infeccdo (BELGRAVE et al., 2013).

Em cavalos higidos, sua concentracao é baixa, porém aumenta drasticamente no
soro e/ou plasma logo nas primeiras 6 a 24 horas do inicio da inflamacao/infeccao.
Dada a curta meia vida dessa proteina, sua concentracao diminui na mesma proporcao
e velocidade, mediante recuperacdo ou resposta positiva ao tratamento instituido, ou
mesmo diante da cura do animal (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; HILLSTROM,;
TVEDTEN; LILLIEHOOK, 2010).

Além de todas essas condi¢cBes citadas, os exercicios fisicos intensos também
provocam RFA, em decorréncia do estresse causado pela atividade fisica dos cavalos.
Animais em treinamento ou no decorrer de um exercicio podem apresentar RFA e,

consequentemente, alterag6es nas concentracdes das PFA (CYWINSKA et al., 2012).

Em que pese tal fato, estudos realizados em cavalos de raca Arabe, em
treinamento, ndo evidenciaram tal variagdo na concentracdo de AAS, sugerindo,

possivelmente, que a adaptacédo desses animais a corridas de longa distancia pode ter



ocasionado reducdo na RFA (CYWINSKA et al., 2013). Ademais, outro estudo realizado
mais recentemente também nao identificou RFA em 58 equinos trotadores submetidos
ao exercicio intenso de corrida de até dois mil metros de distancia, em que as
concentracbes de AAS e Fib permaneceram inalteradas em resposta ao exercicio
(KRISTENSEN et al., 2014).

Contudo, foi evidenciado que cavalos cujas concentracfes séricas de AAS
mostraram-se superiores a 1000 nanogramas por mililitro ndo foram capazes de
completar prova de enduro equestre, ratificando, de tal forma, que essa PFA é passivel
de ser utilizada como indicador de baixo desempenho do cavalo durante a corrida,

podendo, inclusive, o animal ser eliminado da competicdo (CYWINSKA et al., 2010).

Em contrapartida, um trabalho realizado com cavalos da raca Puro-sangue inglés
(PSI) com algum tipo de trauma ortopédico ocorrido durante a corrida revelou ter havido
aumento na concentracdo de AAS entre o terceiro e o quarto dia apds a corrida/trauma.
Nessa ocasido, a hipétese levantada pelos autores para tal acontecimento € que as
estruturas envolvidas no tipo de trauma sofrido pelos animais possuiam pouca

vascularizagdo e menor quantidade de tecido (TURLO et al., 2015a).

Em Concurso Completo de Equitacdo, realizado na Itdlia, com duracédo de dois
dias, no primeiro dia da competicdo, os cavalos realizaram provas de adestramento
equestre e de salto e, no segundo, de “cross-country”. Apds a realizagdo da ultima
prova, esses animais apresentaram aumento significativo de AAS, comprovando a

ocorréncia de RFA em tal modalidade de exercicio em equinos (VALLE et al., 2015).

A esse respeito, vale lembrar que diversos trabalhos ja investigaram a
concentracdo da AAS com doencas inflamatoérias diversas (BELGRAVE et al., 2013;
HOOIJBERG et al., 2014; TURLO et al.,, 2015b; WESTERMAN et al., 2015), assim
como do sistema respiratorio (LAVOIE-LAMOUREUX et al., 2012; BACK et al., 2015;
BULLONE et al., 2015; LECLERE; LAVOIE-LAMOUREUX; LAVOIE, 2015). Porém, até
0 presente momento, ndo ha registro de nenhum estudo sobre a relacdo de

concentracdo de AAS e HPIE em equinos consagrados a atividade desportiva.



O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se h& relagdo entre a concentracdo
de amiloide A sérica em equinos da raga Puro-sangue inglés portadores ou nao de

hemorragia pulmonar induzida por exercicio e medicados ou ndo com furosemida.

Perante o exposto, a hipdtese levantada € que equinos portadores de HPIE
apresentam algum grau de inflamacéo e, portanto, devem apresentar concentracao
maior de amiloide A sérica que animais higidos (ndo portadores de HPIE). Entre os
animais portadores de HPIE, a depender da classificagdo do grau da hemorragia, o
esperado € que equinos com grau 5 de HPIE apresentem maiores concentracdes de

AAS que os demais graus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Meétodo de inclusé@o de animais no estudo
Nesta investigacdo, incluiram-se todos o0s equinos, participes de corrida,

encaminhados ao Servico de Endoscopia do Departamento Veterinario de Corrida cujo
treinador e/ou tutor do animal forneceram consentimento verbal para a realizagdo de
exame endoscopico das vias aéreas craniais e colheita de sangue venoso da veia
jugular externa no periodo compreendido entre os dias 17/12/2012 a 07/01/2013, no
Jockey Club Brasileiro da Gavea, no municipio do Rio de Janeiro, RJ.

3.2. Animais e grupos

Foram utilizados 71 equinos adultos, sendo 43 machos (39 garanhbes e 4
machos castrados) e 28 fémeas, da raca Puro-sangue inglés (PSI), com 4 +£1,05 anos
de idade.

Os animais foram inicialmente alocados em dois grupos, 0s equinos portadores
de HPIE (GH) e os equinos sem HPIE (GC). O grupo GH foi constituido pelos animais
gue foram medicados com furosemida antes da corrida e/ou apresentaram algum grau
de HPIE durante o exame endoscoOpico apds a corrida (realizado apenas em um
momento). O grupo GC foi constituido pelos demais individuos desta pesquisa
representando o grupo controle de animais sadios ndo medicados com furosemida e
sem HPIE. Desta forma, dos 71 equinos incluidos no estudo, 43 animais compuseram o

grupo GH e 28 animais o grupo GC.

Os animais alocados no grupo GH foram subdivididos em trés grupos de acordo
com deteccdo de sangue (HPIE") ou ndo (HPIE) nas vias aéreas craniais durante o

exame endoscoépico e o tratamento (F*) ou ndo com furosemida (F), a saber:

1- HPIEF® = grupo sem HPIE ao exame endoscOpico e com tratamento com

furosemida até quatro horas antes da corrida na dose de 1 mg/Kg por via intravascular;
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2- HPIE'F" = grupo com HPIE ao exame endoscépico e com tratamento com
furosemida até quatro horas antes da corrida na dose de 1 mg/Kg por via intravascular;

3- HPIE'F = grupo com HPIE ao exame endoscOpico e sem tratamento com

furosemida.

3.3. Endoscopia
O Departamento Veterinario de Corrida (DVC), localizado nas dependéncias do

JCB, possui um setor especializado onde é realizado exames de endoscopia das vias
aéreas craniais de equinos, em geral, 15 minutos apés as corridas. Sendo assim, o
trabalho deste setor est4 diretamente ligado as corridas do JCB que ocorrem todas as
sextas-feiras, sabados, domingos e segundas-feiras ao longo do ano. A CC,
rotineiramente, indica alguns equinos para realizar o exame endoscopico, em especial
0s animais que competem medicados com furosemida. Essa medicacdo, assim como
outras, € considerada “doping”, gerando penalidades ao treinador quando detectada no
exame “antidoping”. Entretanto, animais previamente acometidos pela HPIE podem ser
medicados com tal farmaco até quatro horas antes da corrida na dose de 1 mg/Kg,
desde que o DVC e a CC sejam previamente comunicados. E, para fins de
monitoramento desses animais, a CC seleciona alguns equinos ap0s a corrida para
investigar por meio do exame endoscopico se ocorreu HPIE mesmo com o uso da

furosemida.

Nada obstante, os equinos nao indicados também podem fazer uso do servico de
endoscopia, a critério de seus treinadores e veterinarios, quando ha queda de
desempenho do animal durante a corrida, com o intuito de se estabelecer um provavel

motivo para tal acontecimento.

O exame endoscoépico das vias aéreas dos animais deste estudo foi realizado na

sala de endoscopia do DVC com colonofibroscépio® acoplado a uma microcamera?,

! Colonofibroscépio modelo CF 10L - Olympus ®, Sao Paulo, SP.
% Microcamera Karl Storz modelo Endovision XL 2028 0130 NTSC — Karl Storz®, Tuttlingen, Alemanha.
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interligado a televisor®, para possibilitar a visibilizacdo das vias aéreas craniais (Figura
1). Dois avaliadores ficaram responsaveis em diagnosticar e preencher o laudo do

exame realizado quanto a presenca ou auséncia de HPIE e a sua graduacédo de acordo

com Costa et al. (2004), conforme a Tabela 1.

Figura 1. Imagem fotogréfica de exame endoscoépico das vias aéreas de equino Puro-
sangue inglés, na sala de endoscopia do Departamento Veterinario de
Corrida nas dependéncias do Jockey Club Brasileiro. Jaboticabal, 2016.

® Televisor Philco de tubo com 14 polegadas - Philco ®, Sdo Paulo, SP.
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3.4. Colheita das amostras de sangue

Realizado o exame endoscopico das vias aéreas, amostras de sangue de uma
das veias jugulares externas foram colhidas com uso de agulha® e de tubos sem

anticoagulante® ap6s antissepsia local com &lcool 70%.

O sangue foi colhido em tubos a véacuo de dez mililitros sem anticoagulante®,
acondicionados em caixa térmica com gelo até o transporte para o Laboratério de
Andlises Clinicas Veterinarias do JCB (LACVET-JCB), centrifugados® por 5 minutos por
1.509 x g. O soro obtido foi armazenado em microtubos’ e congeladas em gelo seco.
Ao término da colheita de todas as amostras, 0os soros obtidos foram transportados até
o laboratério de apoio a pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia —
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, onde foram armazenados e mantidos em

freezer® a —80°C, até o momento da analise.

3.5. Amiloide A sérica

A analise de amiloide A sérica foi determinada por ensaio imunoenziméatico pela
técnica de ELISA indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando-se um kit
comercial®, no Laboratério de Investigacdo Pulmonar do Instituto de Biofisica “Carlos
Chagas Filho” da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, sob

responsabilidade do Professor Doutor Pedro Leme Silva.

O ensaio para realizar as analises se iniciou com o preparo do volume
apropriado dos reagentes (Figura 2) contidos no kit comercial (preparo da solucéo
tampdo de diluicdo, solucdo tampédo de lavagem e da solucdo de calibracdo). Em
seguida, as amostras de soro dos equinos foram diluidas 2000 vezes em solucdo

tampao de diluicdo, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Ato continuo, a

* BD Vacutainer® Passive Shielding Blood Collection Needle 21g x 1" - BD Vacutainer®, Séo Paulo, SP.
®> Serum Tube 10 mL, No Additive, Silicone-Coated Interior - BD Vacutainer®, S&o Paulo, SP.

e Centrifuga BABY®I Mod. 206 BL - FANEM®, S&o Paulo, SP.

’ Microtubo 2,0 mL tipo Eppendorf de polipropileno transparente - AZLON®, Ribeirdo Preto, SP.

® Ultra Freezer AL374, 80V, AmericanLab, Charqueada, SP.

® PHASE ™RANGE — Multiespecies SAA ELISA KIT (TP-802), Tridelta Development Ltd.®, Irlanda.
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curva de calibracao foi preparada utilizando-se seis pocos da placa de ELISA conforme
as instrugdes. A placa (Figura 3) foi montada adicionando-se 50 pL do conjugado anti-
AAS (amarelo) em cada poco e, em seguida, 50 uL de cada amostra, solucdo controle
ou solucéo de calibracao, sendo incubada por uma hora a 37°C de temperatura. Apos o
periodo de incubacao, a placa foi lavada quatro vezes em aparelho automatizado*® com
a solucdo tampado de lavagem. Na sequéncia, adicionou-se 100 pL do substrato
tetrametilbenzidina (TMB) e a placa foi incubada novamente por 15 minutos a
temperatura ambiente. Subsequentemente, 100 puL de solucédo para encerrar a reagcao
foram adicionados a cada poco da placa de ELISA e a absorbéncia foi aferida em
aparelho automatizado para leitura de placas de ELISA™ com comprimento de onda de

excitacao de 450 nm (Figura 4).

Figura 2. Preparacdo dos volumes apropriados das solucdes de tampao de lavagem
(liquido rosa a esquerda) e tampao de diluicao (liquido azul a direita) para
utilizacdo durante o ensaio imunoenzimatico. Jaboticabal, 2016.

10 Microplate Washer LT 3500®, Labtech International Ltd®, Uckfield, East Sussex, Reino Unido.
1 SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode Detection Platform, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA,
EUA.
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Figura 3. A — Embalagem da placa de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. B-
Placa de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay utilizada para o ensaio
imunoenzimatico. Jaboticabal, 2016.
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Figura 4. A — Adicdo de solucdo para encerrar a reacao na placa de Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay. B — Acomodacdo da placa de Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay em aparelho automatizado para aferir a
absorbancia do ensaio imunoenzimético. Jaboticabal, 2016.

Para cada amostra de soro equino adicionou-se todos os componentes do
ensaio descrito e a curva de calibracdo foi elaborada para cada placa de ELISA
utilizada com a finalidade de estabelecer os parametros das amostras controle e padrao
fornecidos pelo fabricante em cada Kkit.
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A andlise de cada amostra foi efetuada em triplicata e por este motivo, para cada
amostra, foi calculada a média das leituras e, em seguida, o valor obtido foi multiplicado
pelo valor da diluicdo das amostras para encontrar a concentracdo de AAS. A unidade
de concentracao sérica dos resultados de AAS apresentados neste estudo foi expressa

em micrograma (ug) para cada mililitro (mL) de soro.

3.6. Anédlise estatistica

Efetuou-se andlise de variancia (ANOVA) para avaliar os resultados das
endoscopias (presenca ou auséncia de HPIE) e o tratamento ou ndo com furosemida
utilizando-se do programa SAS*. Em todos os testes estatisticos foi aplicado o nivel de
significancia de 5% de probabilidade (p < 0,05). Quando as ANOVAS apresentaram
diferenca estatistica entre a presenca ou a auséncia de HPIE, os dados foram
analisados pelo teste t. A variavel dependente analisada foi a presenca ou auséncia de
HPIE. Nessa analise, o fator fixo foi o0 momento do exame endoscépico, quando o0s

cavalos foram considerados fator aleatorio.

Para as analises de amiloide A sérica, a variavel analisada como fator fixo foi a
presenca de HPIE; o momento de colheita de sangue constituiu a variavel dependente,

e os cavalos foram considerados como fatores aleatérios.

Os resultados das variaveis analisadas foram apresentados sob a forma de

valores médios e erro padrdo da média, discutidos e interpretados em tabelas e figuras.

12 statistical Analysis System - SAS 9.2, Cary, NC, EUA.
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4. RESULTADOS

Com base nos critérios adotados e descritos anteriormente para a divisdo dos
grupos e subgrupos, dos 71 equinos avaliados, 28 equinos (39%) compuseram 0 grupo
controle (GC) e 43 equinos (61%) o grupo hemorragia pulmonar induzida por exercicio
(GH). Dos 28 animais do GC’, 17 equinos eram machos e 11 eram fémeas. Dentre 0s
animais do GH, 26 equinos eram machos e 17 eram fémeas (Tabela 2).

Ao analisar a concentracdo de AAS no sangue dos animais dos grupos GC e
GH, nao houve diferenca (p= 0,292), sendo os valores médios e o erro padrdo da média

(XxEPM) correspondente a 4,9 £3,1 ug/mL e 7,5 £3,0 ug/mL, respectivamente.

Tabela 2. Numero total de equinos portadores ou ndo de HPIE subdivididos quanto ao
género, os valores médios e 0 erro padrao da média (XtEPM) da
concentracdo de AAS. Jaboticabal, 2016.

TOTAL DE MACHOS -
ANIMAIS TOTAL GARANHOES CASTRADOS FEMEAS [AAS]
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) pg/mL
TOTAL DE
ANIMAIS 71 (100) 43 (61) 39 (55) 4 (5) 28 (39)
GC 28 (39) 17 (24) 14 (20) 3(4) 11 (15) 7,5+3,0
GH 43(61) 26 (37) 25 (35) 1(1) 17 (24) 4,9 43,1

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna representam diferenca encontrada entre os
grupos (p<0,05) pelo teste t. HPIE = hemorragia pulmonar induzida por exercicio; AAS = amiloide A
sérica; GC = grupo controle; GH = grupo de equinos portadores de HPIE

O grupo GH foi subdividido em relacdo aos equinos que apresentaram (HPIE™) ou
nao (HPIE") sangue nas vias aéreas craniais durante o exame endoscopico e/ou foram
tratados (F") ou ndo com furosemida (F) até quatro horas antes da corrida na dose de 1
mg/Kg por via intravascular. Dentre os equinos do grupo GH houve aumento da
concentracdo de AAS (p= 0,020) nos animais ndo medicados com furosemida quando
comparados com os que foram medicados antes da corrida. Ademais, os animais do
grupo que apresentou HPIE durante o exame endoscoépico que ndo foram tratados com
furosemida antes da corrida apresentaram aumento acentuado na concentracado de
proteina AAS (p= 0,062) em comparacdo com 0S equinos que apresentaram HPIE e

foram medicados, como demostrado na Tabela 3 e Figura 5.
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Tabela 3. NUmero de equinos portadores de HPIE tratados ou ndo com furosemida e
apresentando ou nao hemorragia nas vias aéreas durante 0 exame
endoscépico com os valores meédios e o erro padrédo da média (XxtEPM) da
concentracdo de AAS. Jaboticabal, 2016.

TOTAL DE ANIMAIS [AAS] pg/mL
GH 43 (100) -
HPIEF 6() 1,2°%+0,5
HPIE'F 20() 18"+0,9
HPIE'F 17() 16,5° £7,1

Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna representam diferenca encontrada entre os
grupos (p<0,05) pelo teste t. HPIE = hemorragia pulmonar induzida por exercicio; AAS = amiloide A
sérica; GH = grupo de equinos portadores de HPIE

E para cada um desses subgrupos os equinos ainda receberam mais uma
subdivisdo quanto aos graus de HPIE (Tabela 4) de acordo com a classificacédo
estabelecida por Costa et al. (2004).

Tabela 4. Numero total de equinos utilizados no projeto, portadores de HPIE (HPIE™)
tratados com furosemida (F*) ou ndo (F) subdivididos quanto ao género,
com os valores médios e o erro padrdo da média (XxEPM) da concentracao
de AAS. Jaboticabal, 2016.

TOTAL DE MACHOS .
ANIMAIS GARANHOES CASTRADOS FEMEAS [AAS]
n (%) n (%) n (%) n (%) pg/mL
GH 43 (61) 25 (35) 1 (1) 17 (24)
HPIEF" 6 3 0 3 1,2°% 40,5
HPIE'F 17 11 0 6 16,5° +7,1
HPIE'FG1 8 6 0 2
HPIE'F G2 7 5 0 2
HPIE'F G3 0 0 0 0
HPIE'F G4 1 0 0 1
HPIE'F G5 1 0 0 1
HPIE'F" 26 10 1 9 16,5° +7,1
HPIE'F G1 8 3 1 4
HPIE'F G2 3 2 0 1
HPIE'F'G3 5 2 0 3
HPIE'F G4 1 1 0 0
HPIE'F 'G5 3 2 0 1

HPIE = hemorragia pulmonar induzida por exercicio; [AAS] = concentracdo de amiloide A sérica; F'=
tratados com furosemida; F'= n&do tratados com furosemida; GO = sem hemorragia pulmonar no exame
endoscépico; G1 = HPIE grau 1; G2 = HPIE grau 2; G3 = HPIE grau 3; G4 = HPIE grau 4; G5 = HPIE
grau 5
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Figura 5. Concentracdo de amiloide A sérica de cavalos Puro-sangue inglés dos
grupos hemorragia pulmonar induzida por exercicio positivo e negativo.

Jaboticabal, 2016.
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5. DISCUSSAO

A hemorragia pulmonar induzida por exercicio (HPIE) constitui uma afeccéo
importante que acomete animais de alto rendimento atlético e, no presente estudo, dos
71 equinos avaliados por meio de exame endoscopico, 37 apresentaram sangue na
traqueia sendo diagnosticados positivos para HPIE (52%) corroborando com estudos
anteriores que detectaram até 90% de incidéncia HPIE nos animais estudados
(PASCOE et al., 1981; HINCHCLIFF et al., 2015).

Diversos modelos de estudos foram elaborados para determinar a ocorréncia e a
prevaléncia de HPIE, porém a frequéncia das avaliacbes e 0os métodos de diagndstico
empregados pra detectar tal doenca € bastante varidvel. A frequéncia de avaliagédo
pode ser realizada em uma ou em mais de uma ocasido, ao passo que o método de
diagnéstico pode ser realizado por meio de exame endoscOpico ou por citologia do
lavado broncoalveolar. Ao longo dos anos, ao se fazer levantamento sobre tais
aspectos, os diferentes métodos de estudo fizeram com que a casuistica de HPIE se
tornasse bastante variavel, entre 35% e 90% (COSTA et al., 2004; HINCHCLIFF et al.,
2015).

Nos trabalhos em que o mesmo animal foi avaliado mais de uma vez a
ocorréncia de HPIE chega a 85% entre os animais estudados, sinalizando a severidade
e a alta prevaléncia que esta afeccado possui (SWEENEY et al.,1990; HINCHCLIFF;
MORLEY; GUTHRIE, 2009). Da mesma maneira, 0 método de diagndéstico utilizando a
citologia do lavado boncoalveolar também estabelece maiores percentuais de
diagnostico da doenca quando comparado ao método de diagnostico por imagem, em
virtude de sua sensibilidade em detectar pequenos sangramentos pulmonares
(SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015).

No presente estudo, os equinos foram avaliados por meio de exame endoscépico

das vias aéreas em apenas um momento. Desta forma dos 71 equinos avaliados, 43%
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dos animais apresentaram grau 1 e 27% dos animais apresentaram grau 2 de HPIE
corroborando com estudo de Costa et al. (2004), o qual também encontrou nestes dois

graus o maior numero de animais afetados (36% com grau 1 e 24% com grau 2).

O exato mecanismo de acdo pelo qual a furosemida previne ou reduz a
gravidade da HPIE ainda nado foi totalmente elucidado, sendo sugeridas algumas
hip6teses porém sem comprovacdo cientifica (SULLIVAN; HINCHCLIFF, 2015). Até o
presente momento, este € o primeiro trabalho realizado correlacionando HPIE e
concentragdo de AAS, onde o uso ou ndo de furosemida determinou diferengas entre
0s animais do grupo HPIE positivo. Tais dados tornaram-se bastante dificil de discutir
em virtude de ndo haver na literatura informacdes concretas sobre real mecanismo de

acdo desse farmaco em animais com HPIE.

Sabe-se, no entanto, que a HPIE ocorre quando ha faléncia funcional dos
capilares pulmonares em virtude do estresse ocasionado pela excessiva pressao
transmural gerada durante exercicio de alta intensidade e/ou quando h& alguma
fragilidade capilar (WEST, 2000; HINCHCLIFF et al., 2015). A pressao transmural é
determinada pela diferenca entre as pressdes do espaco intracapilar (com alta pressao
sanguinea) e do espaco intraalveolar (com baixa pressado gerada pelo bindmio presséo
negativa intrapleural x inspiracdo sincrébnica com o galope). Durante o exercicio, a
pressdo da artéria pulmonar sé tende a aumentar enquanto a pressao pleural se torna
cada vez mais negativa de modo a romper a barreira entre alvéolos e capilares
(MANOHAR; GOETZ, 1996; MICHELOTTO JR et al., 2011; SULLIVAN; HINCHCLIFF,
2015; BOVE, 2016). Neste contexto, WEST (2000) demonstrou que tal somatorio de
eventos resulta em extravasamento de liquido para o intersticio ocasionando edema
pulmonar em exercicios extremos, sendo sugerido que o0s animais com HPIE
apresentardo resposta de fase aguda nos pulmdes que ira variar de acordo com a

severidade da lesdo endotelial causada em cada episédio.

A resposta de fase aguda ird determinar o aumento da proteina sérica amiloide

A, sabidamente um importante biomarcador de inflamacdo em equinos, sendo
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largamente estudada por diversos grupos de pesquisa. E importante ressaltar que boa
parte dos estudos a utilizam, porém € uma proteina de fase aguda positiva e
inespecifica, ou seja, aumenta na resposta de fase aguda para os mais diferentes tipos
de eventos (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; LAVOIE-LAMOUREX et al., 2012;
BELGRAVE et al., 2013; BACK et al., 2015; BULLONE et al., 2015; LECLERE; LAVOIE-
LAMOUREX; LAVOIE, 2015). Anteriormente Kristensen et al. (2014) relataram que em
corridas de cavalos da raca “Standardbred” submetidos aos exercicios de alta
intensidade ndo houve quaisquer alteracfes nas concentracées de AAS em resposta a
atividade esportiva praticada pelos animais. Esse estudo corrobora com os dados aqui
apresentados, onde os animais mantiveram as concentragcdes de AAS dentro dos
valores de normalidade da espécie, entre 0 - 20 pg/mL (JACOBSEN et al., 2006),
mesmo quando separados nos grupos HPIE® e HPIE", ndo havendo diferenca entre os

grupos (p=0,327).

No presente estudo, apenas cinco equinos apresentaram aumento da
concentracdo de AAS acima dos padrdes de normalidade para a espécie equina
supracitado, com valores médios de 68,5 pg/mL (intervalo de valores 27,1 — 86,3
pg/mL). Dentre estes animais, um ndo apresentou HPIE e era estreante na carreira, ou
seja, nunca havia corrido em provas oficiais, enquanto quatro apresentaram HPIE,
sendo trés com grau 2 e um com grau 5. Um dos animais com HPIE® grau 2
apresentou, ao final da corrida, claudicacdo do membro toracico direito e foi o animal
com a maior concentracdo de AAS. Turlo et al. (2015) foram os primeiros a relatar o
aumento de AAS em cavalos PSI com lesBes ortopédicas apds corridas corroborando o

resultado obtido com a realizagdo da presente pesquisa.

Uma condicdo comum a esses cinco equinos € que nenhum deles foi medicado
com furosemida antes da corrida, fato interessante principalmente ao analisar os dados
referentes a presenca ou auséncia de HPIE e os valores de AAS entre os animais
medicados ou ndo com furosemida. Em todas as situa¢cdes 0s animais que receberam a
medicacdo previamente a corrida apresentaram reducdo da concentracdo de AAS,
sendo significativa apenas para o grupo HPIE".
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Com base nestas informacdes, é provavel que os equinos que receberam o
farmaco furosemida antes das competicbes e, portanto, sofreram diurese intensa,
permaneceram transitoriamente “hipovolémicos”, e ndo desenvolveram essa excessiva
pressdo transmural e edema pulmonar como 0s animais que néo receberam o farmaco.
E, possivelmente, os dados aqui relatados referentes a diminui¢cdo da concentracao de
AAS em animais tratados com a furosemida se relacionaram diretamente com esses
fendmenos, pois ambos sdo capazes de produzir resposta de fase aguda e determinar

0 aumento da AAS.

Neste contexto fica claro que mais estudos necessitam ser realizados para
determinar o exato mecanismo de acao pelo qual a furosemida atua na profilaxia e/ou
na reducdo da gravidade dos episédios de HPIE, bem como elucidar o mecanismo de
acao pelo qual o uso da furosemida determina a diminuigcdo da concentracdo de AAS

em equinos da raca PSI.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos com a realizacdo desta pesquisa, € licito concluir

que:

1- Ha uma tendéncia dos cavalos portadores de HPIE apresentar aumento da

concentracdo sérica da proteina AAS;

2- Os equinos portadores de HPIE medicados com furosemida apresentam

diminuicao significativa da concentracao de amiloide A sérica.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

As andlises da proteina amiloide A sérica realizadas pelo ensaio
imunoenzimatico pela técnica de ELISA indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) utilizando-se um kit comercial demostrou ser um método rapido, preciso, seguro

e de facil exequibilidade, porém de custo bastante elevado.

Diante do exposto, este trabalho deve ser analisado com bastante cautela e ser
considerado como um estudo inicial em virtude da possibilidade de outros fatores
interferirem com os resultados das analises da proteina sérica amiloide A e nao
somente a hemorragia pulmonar induzida por exercicio como se acreditava

anteriormente.

E de suma importancia averiguar o real potencial dessa doenca em determinar
uma resposta de fase aguda com consequente resposta de diversas proteinas de fase

aguda e ndo somente da amiloide A sérica.

Embora a furosemida em equinos seja vastamente estudada desde 1976 e a sua
primeira avaliagdo de uso como tratamento para HPIE tenha sido relatada em 1981, o
exato mecanismo pelo qual este farmaco atua de forma a reduzir a gravidade da
hemorragia pulmonar induzida por exercicio ainda ndo foi devidamente elucidado,

sendo necessarios mais estudos para o correto esclarecimento dessas questoes.



