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RESUMO

A hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) é uma das principais
pneumopatias que acometem o trato respiratorio de equinos atletas do turfe.
Tendo em vista a média de participacdo desses animais em provas, e
possivelmente o estabelecimento de lesdes crbnicas, as alteragcbes de
remodelamento em paredes brénquicas e parénquima pulmonar favorecem a
fibrose e comprometem, através da ativacdo excessiva e persistente, o sistema
hemostético. Este trabalho teve objetivo avaliar o perfil hemostatico e os
possiveis quadros de hipo ou hipercoagulabilidade em cavalos atletas do turfe
com HPIE. Assim, foram selecionados 26 cavalos, da raca Puro Sangue Inglés
em campanha no Joquey Club Brasileiro (JCB) do Rio de Janeiro, avaliados em
dois momentos, pré e pds exercicio extenuante e com e sem 0 uso de
furosemida. Os animais com HIPE foram dividos em dois grupos, grupo controle
(GC) e grupo furosemida (GF), os animais do GF receberam a medicagao quatro
horas antes do pareo (250mg/kg/IV). As amostras de sangue para realizacao da
tromboelastometria (TEM), hemograma, analise bioquimica, lactato plasmatico,
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e
concentracéo de fibrinogénio foram coletadas em dois momentos para ambos os
grupos, pré e pos prova. As analises estatisticas foram realizadas de acordo com
a distribuicdo das variaveis ao nivel de 5% de significancia. Todos os animais
deste estudo apresentaram HPIE, diagnosticados através de endoscopia Optica
flexivel. Os resultados inerentes ao estudo demostraram um perfil de
hipocoagulabilidade sanguinea ap6s o pareo. As principais variacées na TEM
aconteceram nos trés testes iINTEM, exTEM e fibTEM, com alteracbes nas
variaveis tempo de coagulagdo (CT), formagdo maxima do coagulo (MCF) e
angulo alfa (A°a) aumentados. O TTPa (p=0,04) foi maior no grupo controle no
pré exercicio enquanto TP e fibrinogénio (p<0,001) no pds exercicio. O numero
de plaquetas pés corrida foi menor quando comparado ao pré exercicio
(p<0,001). A interpretagéo conjunta dos resultados permite concluir que cavalos
com HPIE possuem uma predisposi¢cdo ao risco hemorragico devido ao quadro
de hipocoagulacéo verificado através da TEM.

Palavras chave: Hipocoagulabilidade, Hiperfibrindlise, Hemostasia, Cavalo
sangrador, Furosemida.
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ABSTRACT

Exercise-induced pulmonary hemorrhage (EIPH) is one of the leading
pneumopathies affecting the respiratory tract of turf equine athletes. Considering
the average participation of these animals in tests, and possibly the establishment
of chronic lesions, remodeling alterations in bronchial walls and pulmonary
parenchyma favor fibrosis and compromise, through excessive and persistent
activation, the balance of the hemostatic system. This study had the objective of
evaluating the changes in the hemostatic profile and the possible hypo or
hypercoagulability of horses in the turf with EIPH. Therefore, 26 Standerbread
horses were selected at the Brazilian Joquey Club (JCB) in Rio de Janeiro,
evaluated at two moments, pre and post strenuous exercise and with and without
the use of furosemide. The animals with EIPH were divided into two groups,
control group (CG) and furosemide group (GF), the animals of GF received the
medication four hours before the pareo (250mg / kg / 1V). Blood samples for
thromboelastometry (TEM), blood count, biochemical analysis, plasma lactate,
prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (aPTT) and
fibrinogen concentration (Fib) were collected at two times for both groups, pre
and post test. The Statistical analyzes were performed according to the
distribution of variables at the 5% level of significance. All the animals in this study
presented HPIE, diagnosed through flexible optic endoscopy.The results inherent
to the study demonstrated a profile of blood hypocoagulability after the pareo.
The major alterations were observed in three inTEM, exTEM and fibTEM tests,
with main alterations in the variable increased coagulation time (CT), maximum
clot formation (MCF) and alfa angle (A°a). The aPTT (p = 0.04) was higher in the
pre-exercise control group while PT and fibrinogen (p <0.001). The number of
platelets post race was lower when compared to pre exercise (p<0,001). The
interpretation of all the results allows to conclude that horses with EIPH have a
predisposition to the hemorrhagic risk due to the hypocoagulation picture verified
through TEM.

Key words: Hipocoagulability, Hiperfibrinolysis, Hemostasis, Bleeding horses

Furosemide.
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1.INTRODUCAO

A equinocultura desempenha um papel significativo na atividade
econdmica de varios paises. O Brasil ocupa a quarta posi¢cdo entre 0s maiores
criadores de cavalos do mundo, com um rebanho de aproximadamente 5,9
milhdes de animais, ficando atras apenas dos Estados Unidos da América (10,5
milhdes), China (6,7 milhdes) e México (6 milhdes) (FAO, 2011).

A criagdo desses animais gera um impacto positivo dentro da atividade,
guando levados em consideracdo a geragao direta e indireta de empregos e
fonte de renda. Segundo Pereira et al., (2015), o mercado crescente de equinos
no Brasil contribui significativamente com agronegocio. Além disso, tem
capacidade de criar uma nova vaga de emprego ha cada dois novos animais
comercialmente ativos.

Um dos seguimentos considerado destaque dentro desse cenario, e que
estd em constante crescimento, € o0 esporte equestre. Dentre eles, o turfe,
conhecido também como esporte que realiza corrida de cavalos e tem como
objetivo, além da geracao de lucro, a producdo e selecdo de cavalos da raca
Puro Sangue Inglés (PSI). Os mesmos sédo considerados como animais com
maior habilidade/aptiddo na pratica de corrida de cavalos (LOBRONICI, 2016).

Embora a selecdo de animais corredores permaneca baseada
mojoritariamente em caracteres de morfologia, outras caracteristicas que
envolvem apectos reprodutivos podem determinar através do histérico de vitorias
de pais ou irmaos, o desempenho desse animal em pista. Mesmo que a selecéo
de cavalos corredores ainda esteja muito longe de realmente eleger animais
aptos a tal exercicio, € fundamental minimizar em sua totalidade os danos
produzidos pela intensidade do exercicio ao longo do tempo (PICCIONE et
al.,2010).

Desta forma, mesmo que o fenétipo seja favoravél, e que algumas
caracteristicas tenham sido melhoradas ao longo do tempo, submeter esses
animais as corridas, ndo quer dizer que 0S mesmo irdo reproduzir
fisiologicamente as vitorias esperadas. A insercdo desses animais no turfe, pode
acarretar em danos a saude e ao bem estar, além de comprometer bilhées de
reais que sao injetados na atividade em busca de resultados positivos
(HINCHCLIFF, 2000).
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O melhoramento genético pode contribuir na resolucdo de alguns
problemas genéticos. Durante quatro séculos a racga foi impulsionada para a
massante selecdo artificial, induzindo alteracBes fenotipicas estruturais e
funcionais que contribuem atualmente no desempenho atlético desses animais.
Como resultado da sele¢do, a raca se adequou a uma gama de caracteristicas
fisiologicas extremas que permitem que tanto a atividade aerdbica quanto a
anaerobica sejam exploradas intensamente (NAGAHISA et al., 2017).

A capacidade de absor¢cdo maxima de oxigénio (VO2max), nesta raca é
superior a 0,200 mL de oxigénio/kg/minuto e esta relacionada as adaptacdes de
volume comportadas pelos pulmdes. Além disso, uma acentuada capacidade
cardiovascular permite a realizacédo de atividade fisica de alta intensidade, sem
gue maiores danos sejam causados. (GU et al., 2009).

As doencas do trato respiratério, comumente associadas a cavalos
atletas, sdo capazes de gerar grandes impactos na carreira e na salde desses
animais. Tais patologias afetam a performance durante toda a carreira atlética e
a extensao das lesGes tendem a cronificar com o passar do tempo. Fica evidente
nesse contexto, que futuros estudos envolvendo sequenciamento genético
podem reduzir a exposicdo a determinadas limitagbes. Segundo Derksen &
Robson (2002), as principais doencas que acometem trato respiratorio dos
equinos sdo a obstrucdo recorrente das vias aéreas (ORVA), doenca
inflamatéria das vias aéreas (DIVA) e a hemorragia pulmonar induzida pelo
exercicio.

A HPIE é comumente vizualizada através de quadros classicos de
sangramento com origem pulmonar. Sabe-se que a gravidade da condi¢ao esta
relacionada ao grau de sangramento manifestado, que pode variar desde o mais
brando (grau 1) até o mais severo (grau 5), com manifestacdo de epistaxe
durante/apos corrida. O quadro é depreciativo para a carreira do animal e pode
interferir diretamente no desempenho atlético durante cada prova (CRISPE et
al.,2017; HINCHCLIFF et al, 2015).

S&o0 escassos 0s estudos que avaliam disturbios hemorragicos envolvendo
plaquetas, coagulacéo e fibrindlise em cavalos atletas. Alguns autores indicam
que o sistema hemostatico pode ser facilmente abalado nessa patologia durante
e apos a prova (PICCIONE et al., 2005, LIPPI e MAFFULLI, 2009, PICCIONE et
al., 2010, GIORDANO et al., 2010).
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E necessario entender que estudos baseados na hemostasia podem
alavancar ou fornecer dados importantes para que novas condutas clinicas
sejam assumidas, pensando na manutengdo da higidez desses animais. A
hemostasia compreende uma sequéncia de eventos fisiolégicos complexos
capazes de auxiliar na manutencgao do estado de fluidez do sangue, seja através
da remogdo do coagulo no interior do vaso ou ainda pela interrup¢cdo do
sangramento. Esses eventos se estabelecem frente a uma leséo vascular. Assim,
a interacao simultdnea entre os elementos que participam da coagulacéo,
plaquetas, vasos sanguineos, proteinas e outros tipos celulares, atuam de forma
conjunta para a fim de cessar a hemorragia e eleminar o coagulo do espago
intravascular (ASSENZA et al., 2013; VERSTEEG et al., 2013).

Qualquer falha intrinseca ao sistema hemostatico pode acarretar em
quadros severos de hemorragia e/ou trombose, 0 que evidencia a importancia
de identificar e limitar o consumo de fatores de coagulagéo, plaquetas ou ainda
identificar possiveis agentes responsaveis pela lesdo endotelial, para que se
possa agir rapidiamente afim de evitar a propagacdo de trombos para areas
saudaveis (EPSTEIN, 2014).

A modelagem diagnostica classica para testes de hemostasia, usa o
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa),
tempo de trombina (TT) e o fibrinogénio como base para testes diagndsticos.
Porém, os mesmo nao avaliam maneira completa a fungédo plaquetaria, tendo
em vista que as mesmas séo inativadas em amostras congeladas e também os
testes sao realizados a temperatura de 37°C, o que nem sempre € uma verdade
sobre o estado clinico do paciente (MCMICHAEL e SMITH, 2011, ASSENZA et
al., 2013).

A fim de somar frente as questdes diagndsticas, a tromboelastometria
(TEM) assume um novo formato analitico capaz de integrar a acdo de
componentes do processo hemostatico entre si e obter assim uma avaliagéo
global de todo processo de coagulagéo, através da técnica realizada in vitro.
Essa tecnologia fornece resultados acurados sobre o perfil hemostatico de
pacientes, e tanto para humanos quanto para animais, auxilia na compreensao
dessas disfuncdes (LUDDINGTON, 2005).

As investigacao de tais alteragbes em Medicina Veterinaria vem ganhando

mais espaco a cada dia. Atecnologia avalia o conjunto de componentes celulares
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e de proteinas que estao envolvidas na cascata de coagulagdo com proposito de
exibir um panomora geral da fungdo hemostatica. A mesma pode subsidiar a
identificacdo de coagulopatias como coagulagao intravascular disseminada (CID)
e estados de hipo e/ou hipercoaguabilidade, na auséncia de manifestagdes
clinicas (PETERSEN et al., 2004; KOL e BORJESSON, 2010).

O principio da técnica da TEM é detectar alteracbes hemostéticas através
de alteracdes Opticas que sdo monitoradas atraves de pino submerso em sangue
total citratado. As informacdes observadas apds o periodo de formacdo de
fibrina, em que a oscilacdo do copo pino reduz, € convertida através da
impedancia de rotacdo para alteracbes da coagulacdo e posteriormente
transformada em gréaficos. As variaveis fornecidas pelo grafico se referem a
viscoelasticidade do sangue, tempo de coagul¢édo (CT), tempo de formacéo do
coagulo (CFT), angulo alfa (A°a), firmeza maxima do coagulo (MCF) elise
méxima (LM) (KOL e BORJESSON, 2010, (MCMICHAEL e SMITH, 2011). A
técnica foi validada para monitoracdo hemostatica em caninos (SMITH et al.,
2010, BRUNO et al., 2015), equinos (KOL e BORJESSON, 2010, JUNGE et al.,
2016) e felinos (MARSCHNER et al., 2010, MARLY-VOQUER et al., 2017).

Segundo Stokol et al., (2005) e Paltrinieri et al., (2008) € importante avaliar
através da TEM o desempenho analitico de equinos tendo em vista que quando
comparados a outras espécies, apresentam TP diminuido, TTPa aumentado e
concentragdo de fibrinogénio aumentada. Além disso, sabe-se do aumento da
atividade de factores |, Il, V, e X. Os intervalos de referéncia para cada
modalidade desportiva praticada por esses animais, inclusive de outras racas,
variam conforme sua aptiddo. Assim cavalos atletas do turfe, principalmente
apos o exercicio, apresentam uma padrdo diferente dagueles vistos em cavalos
de sela por exemplo, e isso se deve provavelmente a intensidade requerida
durante a prova, que no caso, cavalos de corrida apresentam
hemoconcentracdo, por contragdo explénica.

Muito além da preocupagdo apenas com 0S prejuizos econdmicos
gerados aos proprietarios devido ao insucesso dos animais em pista, outros
fatores importantes relacionados aos animais devem ser levados em
consideracdo. A alta prevaléncia de HPIE em cavalos PSI e o impacto fisioldgico
gue os mesmos sofrem além interferéncia no bem estar, devem ser discutidos

amplamente para que novas medidas preventivas e/ou profilaticas sejam
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readequadas em prol da sua carreira no turfe (MORLEY et al.,2015).
Aproximadamente 80% desses animais, durante sua vida como atleta,
apresentam episodios repetidos e muitas vezes acumulativos de HPIE (BIRKS
et al., 2002).

Na tentativa de reduzir o sangramento, e mesmo sabendo que os fatores
envolvidos em quadros de hemorragia pulmonar ndo estdo elucidados, a
furosemida € a droga mais utilizada para a prevencdo ou no retardo da
progressao das lesdes pulmonares. Os resultados de pesquisas sobre os efeitos
adversos e uso abusivo deste medicamento, indicam intensa desidratacdo e a
ototoxicidade (WATSON, 2011).

Tendo em vista o impacto e a importancia dos quadros hemorragicos
manifestados em cavalos com HPIE e também pela falta de informacdo a
despeito dessa condicdo, o emprego de novas técnicas de diagndéstico poderiam
favorecer o monitoramento do sangramento para além dos métodos ja utilizados
como técninas endoscopicas, lavado broncoalveolar (LBA) ou até mesmo 0s
laboratoriais (BIRKS et al., 2003).

Poucos estudos envolvendo hemostasia sdo verificados na espécie
equina e, entre outros problemas que envolvem os métodos diagnosticos, a
introducdo de ferramentas como a TEM poderia oferecer novos horizontes aos
em estudos clinicos e laboratorias. Em medicina humana, varios estudos ja séo
guiados por esse tipo de tecnologia e contribuem na avaliagdo das possiveis
alteracdes clinicas, ndo somente para pacientes transplantados, a monitoracdo
de atletas maratonistas também ja demonstrou o impacto sofrido pelo sistema
hemostéatico em humanos praticantes de exercicio extenuante (PENG & RHIND,
2016; SUCKER et al., 2010).

Como ainda se trata de uma nova area de estudos, Hanel et al., (2014)
publicaram uma avaliacdo sistematica concluindo que todos os estudos
envolvendo a TEM devem ser intensificados para que estados de hiper e
hipocoaguabilidade, ou até mesmo para estabelecer valores de referéncias em
diferentes espécies, sejam relatados. Também foi recomendado que os
trabalhos devem ser acompanhados de valores de hematdcrito, contagem de
plaguetas e concentracao de fibrinogénio para agregar informacdes aos dados
da tromboelastometria.
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A TEM se traduz em uma nova area diagnéstica no Brasil. Estudos
envolvendo hemostasia em cavalos atletas com HPIE, devem ser explorados a
fim de tentar evidenciar possiveis mecanismos a cerca dessa condi¢cao além do
impacto do exercicio no sistema hemostatico de cavalos atletas. Sendo assim,
evidencia-se a importancia de um estudo envolvendo a avaliagcdo da hemostasia

através da TEM em equinos atletas do turfe com HPIE.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o baixo numero de trabalhos cientificos realizados na area
de hemostasia, mais especificamente com o uso da tromboelastometria (TEM)
em cavalos atletas no Brasil, o estudo foi baseado na tentativa de evidenciar
possiveis mecanismos hemostaticos a cerca dessa enfermidade no Brasil. A
HPIE é, na ordem das doencgas respiratorias, a segunda causa capaz de reduzir
significativamente o desempenho atlético desses animais. A doencga é altamente
prevalente e de alto impacto organico e econdmico entre esses animais. E
necessario, além de tentar evidenciar possiveis falhas no sistema hemostatico,
apresentar ao meio académico-cientifico o comportamento da HPIE nesses
animais, tendo em vista que poucos aparelhos estdo disponiveis para avaliagdes
em medicina veterinaria no pais.

A tromboelastometria se apresenta como uma ferramenta promissora para
avaliacdo das possiveis complicacdes hemostaticas causadas pela HPIE, por
meio da sua capacidade de avaliacao do estado de hipo ou hipercoaguabilidade,
além de poder ser empregada quando necessario ao monitoramento de animais
em terapia. A aplicacdo desta técnica em associacdo aos demais testes de
hemostasia torna-se uma importante contribuicdo ao estudo dos disturbios
hemostaticos em equinos no mundo.

As alteracdes hemostaticas tém sido reportadas em humanos que praticam
exercicio fisico extenuante. O impacto agudo gerado no sistema hemostatico
desencadeia a ativacdo da coagulacéo, ativagao da fibrindlise e um aumento no
numero e na atividade das plaquetas. Um estudo realizado por Sucker et al.,
(2009), no qual 33 atletas saudaveis foram avaliados no momento pré e pos
marotona, apresentaram alteracbes hemostaticas siginificativas, o que
demonstra a significancia da sensibilidade que o ROTEM oferece em relacéo
aos disturbios hemostaticos induzidos pelo exercicio.

Em contrapartida, as informag¢des sobre a tromboelastometria rotacional
em Medicina Veterinaria comegam a ganhar espago a partir da expansao dessa
tecnologia. As informacdes ofericidas através do emprego do ROTEM para
cavalos atletas inferem que o exercicio agudo induz uma hemoconcentracao,
que pode variar de discreta a moderada, e um quadro de hipocoagulabilidade

em animais saudaveis. Cavalos atletas que apresentam sangramento por HPIE
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podem apresentar quadros de hipercoagulabilidade em momentos pré e pés
exercicio . Esse evento ndo auxilia na elucidacdo da patogénese da doencga
tendo em vista que outros fatores podem estar envolvidos, como episédios
hemorragicos recentes antes das coletas ou hemorragias cronicas (recorrentes)
dependendo da frequéncia de participagdo em provas, o que pode agravar as
lesdes nas paredes dos vasos. Portanto, as informagdes sobre quadros de hipo
e hipercoagulabilidade ainda sédo conflitantes.

Uma avaliacéo sistematica de evidéncias publicada recentemente (Hanel
et al., 2014) concluiu que todos os estudos que envolvem tromboelastometria
devem ser relatados universalmente, pois h& poucos trabalhos veterinarios que
auxiiam na caracterizacdo de hipercoaguabilidade, bem como,
hipocoaguabilidade, ou até mesmo estabelecer valores de referéncias para as
diferentes espécies. Também foi recomendado que os trabalhos devem ser
acompanhados dos valores de hematdcrito, contagem de plaguetas e
concentracdo de fibrinogénio para agregar informacbes aos dados da
tromboelastometria.

Com isso, evidencia-se a importancia deste estudo para auxiliar na
elucidacdo das alteracdes hemostaticas em pacientes com HPIE, a fim de
contribuir com a base de dados em pesquisas com tromboelastometria e ainda

verificar as possiveis aplicaces clinicas nesta enfermidade.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cavalo Puro Sangue Inglés

De origem Britanica, o turfe foi iniciado por volta do século XVII e até hoje
€ 0 esporte responsavél em promover as corridas de cavalos. Em grande parte
da histéria 0s equinos estdo presentes junto a atividade humana
desempenhando atividades importantes em batalhas, transporte, producao de
alimento entre outras (DUREN, 2000). No entando, com o advento das
modalidades esportivas, 0os mesmos passaram a realizar exercicio fisico
segundo suas aptiddes e caracteristicas raciais. No Brasil, 0 6rgao responsavel
pelo fomento e regulamentacéo da atividade, é conhecido como Codigo Nacional
de Corrida (CNC).

Os critérios de selecao para animais atletas ndo dependem apenas de
suas caracteristicas fenotipicas. A apitiddo que o animal adquire para realizar tal
exercicio se relaciona também ao tipo de condicionamento/treinamento fisico
que recebe desde o inicio da carreira. O cavalo PSI possui competéncia para a
execucao de exercicio fisico como o turfe, sendo ele uma juncdo de aspectos
morfométricos e fisioldgicos, que quando submetidos a bons programas de
treinamento, sdo capazes de executar provas com bom impulso, velocidade e
plasticidade nos movimento (REZENDE et al., 2014).

A constituicAo muscular de um cavalo atleta pode atingir cerca de 55%
de sua massa corporal, sendo a capacidade muscular um grande agente
facilitador para realizacdo de exercicios fisicos de alta intensidade. A baixa
porcentagem de gordura distribuida pelo corpo favorece processos bioquimicos
e também desempenho em provas velocidade (MARTIN&NANKERVIS, 2002;
KEARNS et al., 2002).

Outra caracteristica importante para animais desta raca € o perimetro
toracico, capaz de representar a capacidade respiratoria do cavalo durante a
prova. Assim, sdo considerados atletas de elite, tendo em vista que seu consumo
méaximo de oxigénio especifico por quilo (VO2max) é duas vezes maior que a de
um atletas humano, por exemplo (OHMURA et al., 2017).

Segundo Petry, et al., (2012), para cavalos esportistas, outros dois fatores

importantes devem ser levados em consideracéo, peso e indice de carga. O peso
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corporal pode ser categorizado de trés maneiras, hipermétrico, quando superior
a 550kg, eumétricos quando variam de 350 a 550kg (cavalos PSI), e
hipométricos quando inferior a 350kg. O indice de carga determina o peso que o
animal suporta sobre seu dorso durante a atividade fisica, a fim de minimizar os
riscos de traumas por sobrepeso.

Segundo Valie et al., (2016), a resposta individual de cada animal frente
ao exercicio, respeitando seus limites, € capaz de fornecer informacdes
importantes para a compreensdo da fisiologia do exercicio. As variacfes
individuais de treinamento, perfis de atividade enzimatica que podem
caracterizar a atividade celular, estresse metabdlico e lesdo muscular, fornecem
diferentes informacdes para cada raca, protocolo de treinamento e também para

as diferentes modalidades de exercicio.

3.2 Fisiologia do exercicio

Estudos sobre a fisiologia do exercicio tem sido decisivos nho
entendimento das respostas organicas de cavalos atletas. Muitos eventos
fisiolégicos passam a ocorrer a partir do rompimento da homeostase. Desta
maneira, cavalos PSI atletas, que praticam atividade fisica extenuante de alta
intensidade em curto espaco de tempo (=214m/s), sofrem processos organicos
adapatativos frente ao tipo exercicio que executam (ARFUSO et al., 2016).

Os resultados positivos obtidos por esses animais apontam que aspectos
como a eficiéncia na fosforilacdo oxidativa, capacidade pulmonar, resisténcia e
manutencdo da capacidade cardiovascular, modulacdo no processo de lesdo
muscular pela hipoxia e adaptacdo nos niveis de fibrinogénio durante as fases
inicais de treinamento. Todos esses componentes quando visualizados em
conjunto demonstram 0 sucesso da raca frente ao seu desempenho em pista
(NAGAHISA et al., 2017, FAZIO et al,. 2015).

O musculo esquelético executa um papel muito importante na fisiologia do
exercicio, uma vez que naturalmente atua como um estoque de energia
prontamente disponivel para ser utilizada durante a prova (McGIVENEY et al.,
2010). Segundo Ghosh et al., (2016), a contracdo e relaxamento do musculo
durante a atividade fisica ocorrem através hidrolise do ATP, que é capaz de

converter energia quimica em energia mecanica. As concentracées maximas de
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glicogénio que encontram-se armazenadas no musculatura, ficam mais
evidentes através da alta densidade mitocondrial e rigorosa atividade enzimética
oxidativa (WILKIN et al., 2017). Os autores citam ainda que outros eventos estao
envolvidos e co-participam da atividade de contracdo muscular, como regulacéo
da pressdo arterial, les6es induzidas pela pratica do exercicio e também
adaptacdes envolvidas durante a fase de treinamento.

As principais caratceristicas da musculatura consistem em uma notavél
plasticidade em responder a diferentes desafios ambientais, fisicos e
metabdlicos durante o treino e o exercicio (KIM et al., 2013). Baseado em
estudos de gendmica, as respostas coordenadas de estresse surgem através da
base genética de cada animal.

As doencgas subclinicas que envolvem musculo esquelético estao
intimamente relacionadas ao desempenho de cavalos atletas (RICHARD et al.,
2010; FRAIPOINT et al., 2011). Lesbdes em sistema muscular envolvem
mediadores da inflamagdo como o amiloide A sérico (SAA), que frente a uma
injuria aguda, podem aumentar de 10 a 1000 vezes em um curto periodo de
tempo, caracterizando a intensidade do estresse fisiolégico causado pelo
exercicio fisico desenvolvido (PEPYS et al., 1989).

Segundo Castejon et al., (2007), a creatina quinase (CK), utilizada durante
a respiracao anaerobica, é capaz de fornecer informagdes importantes para a
avaliagao de les6es musculares em equinos atletas. A CK desempenha um papel
crucial no musculo, uma vez que torna o ATP disponivel para realizagdo da
contragdo muscular através da fosforilagdo do ADP. Apds o exercicio fisico, as
dosagens podem execeder os valores de referéncia entre 4 a 6 vezes quando
comparadas a um animal em repouso.

A concentracdo de lactato sérico é uma importante ferramenta utilizada
para a obter informacdes sobre os parametros clinicos, além de auxiliar nas
informacdes necessarias para avaliar o condicionamento fisico do cavalo atleta
frente ao seu treinamento (LINDNER, 2000). A atividade de alta intensidade pode
exigir de um animal atleta um gasto energético de até 50 vezes quando
comparado a um animal em repouso. A energia obtida durante o exercicio &
proveniente de diferentes vias metabdlicas através do consumo de moléculas de

ATP pela via aerébica a anaerdébica.
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A glictlise aerbbica, ocorre na presenca de oxigénio de modo que o
piruvato entra no ciclo de Krebs e o mesmo é metabolizado até a formagéo de
diéxido de carbono e agua, capazes de gerar 38 ATPs para cada mol de glicose
(LACOMBE et al., 2003).

A via anaerobica, disponibiliza como principal fonte de energia durante o
0 exercicio glicogénio muscular. Essa via consegue manter animais em exercicio
intenso por pelo menos trés minutos sem execeder a capacidade de reducéo e
metabolizacdo do lacato intracelular (LACOMBE et al, 2001). A
biotransformacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) durante a fase de
hipoxemia tecidual resulta na producédo do &cido lactico, com um saldo final de 4
moléculas de ATP para cada mol de glicose utilizado. Para a formacéao do lactato
€ necessario que o acido lactico sofra um tamponamento principalmente através
do sistema bicarbonato para evitar quadros de acidose muscular, que acontecem
quando a metabolizacdo do lactato € excedida e ha bioacumulacgéo intracelular
capaz de relfetir inclusive no desempenho da perfomance atlética do animal
(EATON, 1994; COUROUCE, 1998; MUNOZ et al., 1999; GOMIDE et al., 2006).

Outra fonte de obtencdo de energia ocorre através da via anaerdbica
alatica. Essa via conta com a presenca do sistema ATPfosfocreatina, que
metabolicamente é a maneira mais rapida de obtencéo de energia. Esse sistema
se limita ao fornecimento rapido de energia que acontece somente no inicio do
exercicio, durando aproximadamente 5 segundos. O ATP utilizado aqui € o
produto que deriva da catdlise da enzima creatina cinase, que através do
rompimento de uma ligacdo quimica entre o fosforo e a molécula de creatina,
torna o fosforo livre para se ligar ao ADP, obtendo a partir dessa ligagdo o ATP
(EATON et al.,1999; FONSECA et al., 2012). A concentracdo de lactato esta
relacionada a intensidade do exercicio, e dessa maneira possibilita avaliar o
sistema de producao energética mais utilizado durante a prova (DESMECHT et
al., 1996).

A atividade fisica de alta intensidade e curta duragcado realizadas por
cavalos atletas € uma pratica comum e o aumento na performance é adiquirido
através de programas de treinamento. Estudos realizados por Davie et al., (2017)
e Nagahisa et al.,( 2016), sugerem que a busca por novos métodos de
treinamento com maior efetividade se tornou um campo apropriado de pesquisas

tanto para humanos quanto equinos. De acordo com os autores, esses
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treinamentos exigem que atletas atinjam de performance através de um
treinamento que preconiza o exercicio a partir do estresse metabdlico unido a
condicao de hipodxia, que acontece concomitantamente. Em um estudo no qual
humanos foram submetidos a esse tipo de treinamento, as respostas
aconteceram de maneira adaptativa , sendo que a menor disponibilizacdo de
oxigénio para as células demosntrou que o musculo esquelético responde aos
processos de adapatacao de forma positiva quando expostos a desafios como
altitude, por exemplo (HOPPELER et al., 2008).

Além de ser viavél para atletas que praticam exercicio de resisténcia, esse
treinamento também amplifica o desempenho de atletas em provas de curta
duracéo (FAISS et al., 2013). A hipoxia € um importante evento regulador de
varios estimulos fisiolégicos que participam de alteragdes funcionais no musculo
esquelético tanto de homens quanto de cavalos (AMELN et al., 2005).

A nivel celular, estudos apontam que o principal receptor sensibilizado
durante a fase hipoxémica é conhecido como fator indutor da hipdxia alfa 1 (HIF-
1a) que possui um papel importante frente a adapatacao estrutural e metabdlica.
Assim, a estimulacdo da angiogénese ocorre através da sensibilizagado do fator
de crescimento endotelial vascular (FCEV), e através de células satélites, que
também atenuam grandes danos na musculatura e ainda reparam o
comprometimento de capilares (CHRISTOV et al., 2007; FAVIER et al., 2015).
Quando sensibilizado, o fator HIFa-1a, atua sobre a regulacdo de enzimas
oxidativas, como por exemplo a COX4 (citocromo oxidase, subunidade 4), que
possui duas isoformas, COX4-1 (COX411) e COX4-2 (COX412). As trocas de
subunidades COX4, podem desta forma garantir a maxima eficiéncia da
respiragao sob diferentes condigdes de oxigenagao (FUKUDA et al. 2007). Os
autores inferem ainda que cavalos PSI atingem a hipoxemia grave quando se
exercitam em VO2max com tensé&o arterial de oxignénio inferior a 75 mmHg.

O sistema cardiovascular representa um dos principais parametros
fisiol6gicos mensurados em equinos atletas (HARRIS et al.,2007). O tipo de
exercicio realizado por cada animal podera ser caracterizado como leve ou
moderado quando a frequéncia cardiaca € inferior a 150 bpm, subméaximo (150-
200 bpm) ou ainda como maximo ou extenuante (superior a 200 bpm). A FC
cardiaca pode ser alterada por inUmeros fatores. Segundo McKeever&Hinchcliff

(1995), para animais da raca PSI atletas do turfe, qualquer evento capaz de
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sugerir 0 inicio de uma atividade fisica é capaz de alterar a FC em repouso (20-
40 bpm) em até 100%, quando aferida imediatamente antes do inicio do
exercicio (EVANS, 2004; FERRAZ et al., 2009). Outro fator relevante para esta
variavel, é que o mesmo pode atingir 200 bpm em 30 segundos frente a um
exercicio alta intensidade. Segundo Evans, (2007), a FC orienta o grau de
condicionamento fisico de um animal através da frequéncia cardiaca méaxima
(FCmax), que por sua vez € considerada também como uma caracteristica
individual ou genética de cada animal, sem ser induzida pelo treinamento.
Enquanto, a velocidade que o animal pode atingir durante o exercicio pode ser
influenciada através do condicionamento ou treinamento (EVANS, 2004).

O aumento no débito cardiaco influencia também a contracgéo esplénica.
Esse evento pode elevar em aproximadamente 10 vezes o nivel de hemacias
circulantes e serve como uma via fisiolégica capaz de suprir a demanda de
oxigénio durante a prova (HINCHCLIFF, 2000). Considerando avaliagdes
cardiovasculares, Hiraga & Suzano (2010), realizaram um experimento que
aferiu a presséao arterial em cavalos pré e pos exercicio. A pressao arterial média
aferida nos dois momentos do estudo foram de 156 mmHg e 238 mmHg,
respectivamente. Apdés 1 e 3 horas do término do exercicio 176 mmHg e 158
mmHg. Para Langstemo et al. (1999), a elevagao da pressao atrial média, direita
e esquerda, apresentam-se marcadamente superiores durante o exercicio
maximo, onde os valores verificados foram de aproximadamente 70 mmHg e 45
mmHg. Contudo, deve ser levada em consideragao a sobrecarga da pressao no
atrio direito, que influencia diretamente o aumento na pressao arterial pulmonar
(PAP) e a pressao nos capilares pulmonares.

Parks & Manohar (1983), realizaram a primeira demonstragao cientifica
de que a PAP em equinos atletas durante o exercicio aumenta em relacao a
valores de repouso. Fisiologicamente essas alteragdes ocorrem na tentavida de
otimizar o influxo de sangue para os pulmdes que por sua vez tentam suprir a
elevada demanda de oxigénio durante a atividade fisica, que é substancialmente
maior em equinos do que em outras espécies, devido ao grande volume de
massa muscular recrutado para a realizagcdo do exercicio (ERICKSON et
al.,1990). Os primeiros estudos realizados a fim de demonstrar os valores de
PAP para equinos em repouso, apontaram que a PAP sistdlica e diastolica média,

para atletas que correm ao nivel do mar, sdo de 42 mmHg, 18 mmHg e 26 mmHg,
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respectivamente (MILNE et al., 1975).

Magid et al., (2000) e Dias et al., (2013) ressaltam a importancia na
pesquisa da PAP em equinos atletas durante os trés momentos, preé, durante e
pos exercicio, e que a utilizacdo de técnicas seguras de aferigdo, como a
implantacado de catéter através da canulagao do artéria pulmonar, podem servir
como uma imporatnte ferramentana contribuicdo de respostas fisiolégicas que

envolvem o exercicio extenuante.

3.3 Alteracgdes laboratoriais

Fisiologicamente a intensidade do exercicio € a base para as principais
alteracdes nos valores hematoldgicos obtidos apés prova (KOWAL et al., 2006).
A contracao esplénica, que ocorre através da acdo das catecolaminas, €
responsavél pela reinser¢cdo de hemacias na corrente sanguinea, e assume um
papel importante na biodisponibilizacdo de oxigénio para para os tecidos em
hipoxemia (MANOHAR et al.,, 2001). A intensidade do exercicio, interfere
especificamente na demanda de oxigénio, o que faz com que o baco, orgdo
responsavél por armazenar até 50% dos eritrécitos nesta espécie, passe a
disponibilizar prontamente na circulacdo mais hemacias na tentativa de suprir a
demanda de oxigénio (SANTIAGO et al., 2013). A partir do aumento da
intensidade do exercicio, a biodisponibilizacdo de hemécias pela contracdo
esplénica, é capaz de dobrar o hematdcrito (Ht) com o consumo méaximo de
oxigénio, sendo que cavalos PSI em repouso possuem Ht entre 32 e 48%, e
durante o exercicio pode atingir aproximadamente 61% ou mais
(LATIMER&MAHAFFEY, 1999; EVANS, 2000).

Um dos fatores mais importantes para que a capacidade aerdbica de
cavalos durante a prova seja mantida ocorre através do aumento da capacidade
de transporte de oxigénio, associado ao aumento no numero de eritrécitos
disponiveis na circulagéo e pelo aumento na concentracdo de hemoglobina. Por
iISS0, € necessario entender que em determinado momento da atividade fisica, o
cavalo comeca ser prejudicado a nivel de transporte de oxigénio pelo aumento
da viscosidade do sangue, o que pode ser conhecido como reducdo da
performance (EVANS et al., 1993).
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A hemoglobina, uma proteina encontrada nas hemécias, tem duas
fungdes principais: transportar oxigénio dos pulmdes aos tecidos que necessitam
e transportar didxido de carbono dos tecidos periféricos aos pulmdes, para
excrecdo. A quantidade de oxigénio que pode ser carreado pelo sangue esta
relacionado com o volume total de eritrécitos e concentragdo total de
hemoglobina (ROSE&HODGSOND, 1994). Frente a exercicios de grande
intensidade, uma maior quantidade de oxigénio deve ser liberado através da
hemoglobina para atingir tecidos hipoperfundidos (GUYTON&HALL, 1996).

As principais alteragdes visualizadas no leucograma, assim como outras
variaveis, também estao relacionadas a intensidade do exercicio e podem sofrer
aumento de 10 a 30% nos perfis celulares no pds exercicio, e tambem pode
servir como indicador de estresse de treinamento em cavalos de corridas
(TYLER-McGOWAN, 1999). O exercicio maximo provoca liberacéo de leucocitos
sequestrados pelo baco e provenientes do pool marginal. Ocorre uma linfocitose
transitoria, que se estabiliza apds algumas horas da realizacdo do exercicio, e
também a diminuicao da relacdo neutrofilos/linfocitos (KOWAL et al., 2006).

As proteinas plasmaticas totais (PPT) demonstram aumento na
concentragdo durante o exercicio de alta intensidade. Essa elevagao reflete a
compensacdao de fluidos dos vasos até os tecidos tornando o plasma ainda mais
viscoso (TYLER-McGOWAN, 1999). A fase que compreende o deslocamento ou
perda de fluidos pode estar relacionada com a duracdo e intensidade do
exercicio, por isso essa fase é reestabelecida em até 30 minutos depois da
prova. O dimensionamento da perda de fluidos através da sudorese em equinos
€ reduzida e capaz de representar, em quilos, uma perda de aproximadamente
5 a 10 kg de peso corporal depois de uma corrida (KOWAL et al., 2006). Outras
alteracbes bioquimicas que podem ocorrer ap0s a prova estao relacionadas
principalmente a perda de eletrolitos através do suor (MARLIN et al.,1995;
WILLIAMSON et al.,1996).

O fibrinogénio (Fb) é considerado um marcador de inflamacao na espécie
equina. Contudo, uma vez estimulado, a resposta inflamatoria dependente do Fb
pode ser verificada por meses (CRISMAN et al.,2008). Além disso, 0 mesmo €&
sintetizado exclusivamente pelos hepatécitos e € uma glicoproteina que
encontra-se sollvel no plasma. E um biomarcador positivo da inflamac&o e pode

ser considerado uma proteina de fase aguda (PFA). Sua atividade é considerada
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moderada, uma vez que as concentracdes séricas podem dobrar em 24 horas
e/ou aumentar em 10 vezes apds 72 horas do inicio das leses (CRISMAN et
al.,2008). Varias PFA’s estéo envolvidas no processo inflatorio, tanto em animais
quanto humanos (FALASCHINI&TROMBETTA,2001; FALLON et al.,2001). Sua
estimulacdo ocorre através de mediadores conhecidos como citocinas, que
atuam como sinalizadores para o recrutamento das PFA. A reacédo de fase aguda
consiste em uma série de alteracdes fisiometabdlicas imediatas que ocorrem
contra uma injuria e 0 aumento da concentracdo plasmatica pode servir como
um importante biomarcador de lesdo tecidual em equinos atletas
(ECKERSAL&CONNER, 1988; MURATA et al.,2004).

Segundo Fazio et al.,(2015), em cavalos puro sangue, a resposta das
concentracbes de Fb foram significativamente maiores apds 60 dias de
treinamento quando comparados aos animais submetidos ao exercicio fisico por
40 dias. Os mesmos apresentavam o0s seus valores dentro dos intervalos de
referéncia para cavalos saudaveis. Os autores referem ainda que o
condicionamento fisico para cavalos atletas é fundamental, tendo em vista que
a resposta adaptativa ao treinamento é modulada apés 80 dias do inicio do
treinamento.

Desta forma, o comportamento do Fb, em cavalos atletas, esta
intimamente relacionado a intensidade de carga que o exercicio demanda, tipo
de pista, duracao e percurso da prova (BHATTI &SHAIKH, 2007; FAZIO et al,.
2015). Suas concetragdes aumentam moderadamente frente ao estimulo
inflamatério (MILLS et al.,1998; HULTEN et al.,2002). Assim, animais em
treinamento, necessitam de um tempo de adaptacéo para que a modulacédo da
resposta inflamatdria seja regulada.

O Fb desempenha também um importante papel na cascata da
coagulacéo. A interacdo entre plaquetas, trombina e fibrinogénio caraterizam a
formacado da fibrina. Logo, qualquer problema relacionado a ligacdo do Fb as
plaquetas, pode representar um potencial risco de sangramento na espécie.
Embora os dados da literatura sejam inconclusivos, algumas pesquisas de longa
data evidenciam que os niveis de degracao do fibrinogénio aumentam durante o
exercicio (MARSH&GAFFNEY,1980). O mesmo é evidenciado em humanos,
onde as taxas de fibrindlise também estdo relacionadas a intensidade do
exercicio (FERGUSON et al., 1987).
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Segundo Piccione et al., (2014), o impacto no sistema hemostatico esta
relacionado principalmente a atividade fibrinolitica quando comparado aos
tempos de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).
Segundos os autores, a atividade fibrinolitica é amplificada pelos programas de
treinamento em cavalos que praticam provas em distancias de 1.600 a 2.000
metros.

Poucos estudos séo realizados com base na fisiologia e a influéncia do
exercicio agudo no perfil hemostatico de cavalos atletas. Muito resultados
apresentados na literatura sdo confusos e estdo relacionados principalmente a
erros cometidos durante o delineamento experimental. Dessa forma, os quadros
de hipo e hipercoagulabilidade mencionados na literatura ainda sé&o
inconclusivos, tendo em vista que falhas no delineamento experimental também
sdo rotineiramente cometidas. Sabe-se, por exemplo, que quadros de
hipercoagulabilidade, acontecem principalmente devido ao aumento da trombina
e da hiperatividade do sistema plaquetario, somado a um aumento nos fatores
de coagulacéo VIl e o fator de von Willebrand (FvW) (LIPPI&MAFFULLI, 2009).

Em medicina humana, Alguns estudos relatam a capacidade do exercicio
gerar alteragcbes no perfil de coagulacdo de atletas no pds exercicio
(RIBEIRO&OLIVEIRA, 2005). Os autores citam ainda que pessoas que praticam
atividade fisica, diminuem a atividade trombogénica, através da redugao da
atividade coagulante e aumento da atividade fibrinolitica. Um estudo realizado
por Sucker et al., (2009), no qual 33 atletas saudaveis foram avaliados no
momento pré e poés marotona, apresentaram alteragdes hemostaticas
siginificativas com quadros de hipercoagulabiladade, afirmando mais uma vez
que a cascata de coagulacdo € afetada em atletas humanos que praticam
exercicio extenuante, resultando na ativagdo da coagulagdo, ativagcdo da
fibrindlise e um aumento no numero e na atividade das plaquetas.

Segundo Thomassian et al., (2005), frente a imensa gama de respostas
fisiologicas que sao intrinsecas ao exercicio, € necessario que os estudos
realizados sejam avaliados através de processos rigorosos de padronizagao e
controle, a fim de evitar que erros sejam inclusos ou atrelados as respotas

geradas pelo exercicio.
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3.4 Hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE)

A ocorréncia de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio € uma
importante causa clinica de sangramento em cavalos que realizam atividade
fisica extenuante, durante e apds o exercicio em todo mundo (COOK, 1974;
BIRKS et al.,2003; HINCHCLIFF et al., 2005; LANGFORD et al.,, 2013,
SULLIVAN & HINCHCLIFF, 2015).

Até meados de 1950, acreditava-se que a HPIE poderia ser o resultado
de uma série indevida e abusiva de medicagdes utilizadas com finalidade de
melhorar a performance do animal. Essas drogas priorizavam alteragdes
capazes de gerar um aumento da fung¢ao cardiovascular e uma hiperestimulacéo
enddcrina. Ainda em 1970, animais atletas do turfe, considerado um esporte
promissor € com alto potencial econémico, ndo contavam com métodos
diagndsticos seguros e capazes de identificar animais com HPIE.

Segundo Cook (1974), a avaliagdo dos animais era realizada a partir de
sinais clinicos pobres e nem sempre aparentes como tosse, excessivas
degluticobes apdés a prova, alteragcdo na auscultacdo broncotraqueal e
manifestacdo de epistaxe nos casos mais severos. Contudo, nem todos esses
sinais sao observados imediantamente apds o exercicio, e fora desse periodo,
grande parte dos animais retornavam as baias sem qualquer tipo de
acompanhamento tardio.

O aparelho respiratério € fundamental para a saude e desempenho
adequado de equinos ao longo de sua carreira esportiva. Portanto, patologias
que acometem o sistema respiratério de cavalos atletas podem ser responsaveis
por relevantes prejuizos organicos e econdmicos (DONALDSON,1991;
MORLEY et al.,2015).

A HPIE ocupa uma posi¢ao de destaque dentro das enfermidades mais
importantes do trato respiratorio de equinos, sendo considerada a segunda maior
causa de redugao da performance fisica nesta espécie (OTAKA et al., 2014).
Além dos equinos, caes da ragca Greyhounh e Camelos de corrida também
podem ser afetados pela HPIE (HARKINS & TOBIN, 1995).

Esse disturbio ndo € uma exclusividade de cavalos PSI corredores do
turfe. Assim, atividades fisicas consideradas de alta intensidade (=14m/s) e/ou
curtissima duragdo como Polo, Salto, Enduro e/ou Provas de 3 tambores

também podem gerar quadros de sangramento pulmonar tipicos de HPIE em
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todas as racas de cavalos (PASCOE,1995; SILVA et al., 2012; ERGUILLETTE et
al., 2016).

E importante frisar que a alta prevaléncia dessa afecgdo ndo esta
relacionada apenas aos quadros que envolvem exclusivamente a manifestagao
de epistaxe, mas também as formas mais brandas da hemorragia que podem
ser observadas em até 120 minutos apds o exercicio fisico (DERKSEN &
ROBSON, 2002). A explicagdo para tal fato se baseia na apresentagao de
diferentes graus de sangramento visualizados através do exame endoscopico ou
ainda do lavado broncoalveolar.

Na tentantiva de evidenciar a severidade dos episédios de sangramento,
Pascoe et al., (1981) estabeleceram um escore que varia entre 1 e 5, sendo
capaz de evidenciar, em ordem crescente, a gravidade do quadro hemorragico.
Logo, o grau | e menos severo € caracterizado por tragos de sangue na traquéia,
grau ll: presenca de filete de sangue na traquéia, grau lll: presenga de sangue
na traquéia em quantidade superior ao grau anterior, grau IV: presenca
abundante com acumulo de sangue na traquéia e grau V. epistaxe e presenca
de sangue abundante e acumulado na traquéia até a orofaringe.

O Cadigo Nacional de Corridas, preconiza que os animais acometidos
pelo grau de manifestacdo mais severa (V), além das implicagdes
fisiologicamente significativas ao animal durante o pareo, sejam suspensos e se
0s quadros de sangramento persistirem, o animal seja desligado da carreira
atlética. Na Australia, as Regras de Corrida que regulamentam o turfe (AR53),
concluem que animais com epistaxe devem ser afastados imediatamente apds
a manifestacao desta condi¢ao. Assim, 53,8 % dos cavalos atletas na Australia
sao desligados permanentemente da vivéncia esportiva com aproximadamente
2 anos de idade, enquanto no Brasil, quando asfatados, os animais ja possuem
lesdes cronicas pelo tempo de aproximadamente 3 anos de carreira (COSTA
&THOMASIAN, 2006).

As lesbes que acometem cavalos de corrida durante e apos treinamento
ou prova, como a HPIE, afetam diretamento o bem-estar geral desses animais.
Nao deveriam ser levadas em consideragao apenas lesdes capazes de afastar
temporariamente aqueles acometidos. E necessario assumir que para traumas
de grande recorréncia, como os que circundam essa condigdo, o afastamento

permanente deveria ser encarado como a unica medida curativa para cavalos
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com HIPE que nutrem a industria de corrida (DISON et al., 2008).

3.5 Fisiopatogenia

A despeito da etiologia da HPIE, sem sombra de duvidas, um dos
principais mecanismos sugeridos atualmente é o aumento da pressao arterial
pulmonar (PAP) verificada durante o exercicio de maxima intensidade (BIRKS et
al., 1997; MEYER et al., 1998; DERKSEN & ROBSON, 2002; WIEDMANN et al.,
2003; HINCHCLIFF et al., 2010; SULLIVAN&HINCHCLIFF, 2015).

Mesmo com diversos nucleos de pesquisas sobre HPIE, os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos ainda nao estdo completamente elucidados
(PASCOE,1995; MONOHAR et al., 2000; HINCHCLIFF et al., 2015). A teoria
atualmente aceita € resultado de um avango cientifico que envolve diversas
areas de pesquisa que trazem a tona pontos importantes a serem discutidos.
Sendo assim, a presencga de sangue livre na arvore traqueobrénquica oriundo
dos pulmdes dos cavalos durante e apds o exercicio fisico extenuante, capaz de
atingir vias aéreas superiores ou ndo, com possbilidade de externalizar o
sangramento pelas narinas, caracteriza um quadro de HPIE (DOUCET&VIEL,
2002, NEWTON, et al., 2005).

Muito embora nao seja possivel individualizar apenas uma causa como
agente principal, o aumento da presséo transmural resulta em uma falha ocorrida
na tensdo capilar e consequentemente um rompimento desses capilares com
extravasamento de sangue para dentro dos espacos alveolares (WEST et al.,
1993).

Quando combinados, os mecanismos fisiopatoldgicos resultam em uma
faléncia de capilares pulmonares por estresse, causados pelo aumento
exponencial da pressao transmural da vasculatura do pulmao. Essa instabilidade
de capilares demarca um colapso hipertensivo na membrana alveolo-capilar que
pode facilitar a passagem e extravasamento do sangue através da membrana e
atingir a arvore traqueobrénquica (JONES,2003). A forca da instabilidade
pulmonar gerada em animais durante o exercicio transpde uma diferencga
significativa entre a presséo de inspiragdo em repouso (5,3 mmHg) e durante o
exercicio (64 mmHg). A pressao inspiratéria negativa contribui para que ocorra

um aumento na pressao transmural e esta seja responsavel por evidenciar a
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falha por estresse na estrutura pulmonar de cavalos com HPIE (SULLIVAN &
HINCHCLIFF, 2015).

A intensidade do exercicio requer do animal uma velocidade muito alta
desenvolvida em um curto espaco de tempo, o que gera um aumento no débito
cardiaco, capaz de infliuenciar no aumento da pressao arterial e da vasculatura
pulmonar (MANOHAR et al., 1999). Os valores fisiologicos de referéncia para
equinos atletas em repouso é de aproximadamente 25 mmHg e durante o
exercicio, a uma velocidade média de 14 m/s, a pressao pode atingir variar de
75 a 100mmHg ou até mesmo superar esse valor. O aumento em quatro vezes
pode contribuir com rompimento dos capilares alveolares (BIRKS et al., 1997).
A regressao das lesdes, ocorre rapidamente assim que a tensao superficial
exercida durante e esforgco fisico diminui, consequentemente apds a
estabilizagcdo da barreira sangue-gas, voltando ao normal sequencialmente pos
exercicio (MANOHAR et al., 1997).

Padilla et al., (2006), investigaram a possivel co-participacdo da
endotelina-l (ET-I) na fisiopatologia da HPIE. Os autores inferiram que o
pepetideo vasoconstritor, secretado por células do endotélio vascular, sao
capazes de modular a pressdo dentro da circulagdo pulmonar de equinos e
humanos (SCHMECT et al., 1999; KEDZIERSKI&YANAGISAWA, 2001). Sabe-
se ainda que a ET-Il esta relacionada ao aumento da PAP, e por isso utilizaram
no experimento um antagonista de ET-IA na tentativa de reduzir o desiquilibrio
da pressao pulmonar e consequentemente a HPIE. Embora os efeitos da
endotelina em equinos nao tenham sido totalmente elucidados, estudos apontam
que durante e depois do exercicio maximo, as concentragdes de ET-I no plasma
encontram-se elevadas (McKEEVER et al., 2002). Os autores concluiram que o
bloqueio dos receptores ET-IA ndo se mostrou capaz de reduzir o aumento da
PAP no pulméo, e da mesma forma, ndo foi capaz de reduzir a ocorréncia de
HPIE nos cavalos desse experimento.

Sobre o atrito que ocorre entre pulmbes e diafragma, € importante frisar
que, percursos mais curtos sintetizam no animal, além de um estresse
metabdlico aumentado. A compressao cranio-dorsal exercida pelo diafragma
contra a regido dorso-caudal do pulmé&o, dando origem a um trauma mecanico
favorecido pela velocidade atingida no inicio do pareo, sendo esse mais um fator
que colabora com a sintese da HPIE (PIOTTO, 2006; TAKAHASHI et. al. 2001).
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As principais alteragdes histolégicas descritas por Derksen et al., (2011)
sugerem que HPIE gera remodelamento oclusivo das veias pulmonares, através
de alteragdes morfofuncionais pelo aumento no depdsito de colageno no
endotélio vascular e consequentemente uma redugdo do lumen alveolar. Essa
remodelagao é favorecida por condi¢gdes procoagulantes, enquanto a fibrindlise
atua sobre a remogao dos depdsitos de fibrina alveolar e neutraliza a coagulagéo
e a fibrose inicial. Barton et al., 2016, citam que apds os defeitos mecanicos e
inflamatdrios, que destroem o endotélio capilar e em particular o epitélio alveolar,
as proteinas plasmaticas transudam para o espaco alveolar e ativam a
coagulagao, sendo a fibrina o produto final . Isso faz parte do processo natural
de reparo e serve como uma oclusdao primaria do defeito membranoso
(GUINTER et al., 2000). Por outro lado, a coagulacdo excessiva e persistente
pode gerar problemas, como no caso da deposigao de fibrina e a formagéao de
fibrose intersticial, que tem um impacto negativo na patogénese e na progressao
de multiplas doencas respiratorias (AKINNUSI&EISOHL, 2007).

O parenquima dos alvéolos, em regido caudo-dorsal, esta comprometido
devido ao acumulo de hemossiderina no endotélio vascular, ha uma regido de
intensa angiogénese bronco-alveolar e ainda intensa fibrose do intersticio
alveolar, septo e pleura. A distribuicdo do fluxo sanguineo em regiao caudo-
dorsal dos pulmdes em equinos da raga PSI € muito maior, o que poderia servir
como explicagado para as lesdes supracitadas. Em humanos e caes, o maior
aporte vascular é visualizado em regido cranio-ventral do pulmao, o que explica
a auséncia do mesmo tipo de lesdo (ERICKSON et al., 2000).

Os danos fisiopatoldgicos repetidos unidos a frequéncia de execugao dos
exercicios, certamente evidencia a cronicidade das lesées (HINCHCLIFF, 2000).
As manifestagbes mais severas desta patologia podem resultar em quadros de
morte subita durante o exercicio (BODEN et al., 2005).

3.6 Fatores de risco

Mesmo com muitos estudos realizados ao longo do tempo e que
comprovaram que alguns fatores de risco sdo comuns e podem ser identificados
entre HPIE e epistaxe, ndo necessariamente eles ocorram simultaneamente e/ou
exclusivamente juntos (SULLIVAN&HINCHCLIFF, 2015).
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As maiores prevaléncias envolvendo HPIE e epistaxe, apontam que essas
duas condicdes estao mais presentes em animais pos exercicio e se relacionam
a alta velocidade e/ou intensidade que a prova demanda. Dessa forma, quadros
de HPIE em cavalos do turfe, em virtude da velocidade atingida durante a prova,
possuem uma prevaléncia maior quando comparados a animais de salto ou
hipismo (COOK, 1974; NEWTON et al., 2005; SULLIVAN E HINCHCLIFF, 2015).

Exercicios que envolvem alta intensidade predispoem o “status” de
sangramento, que podera ser desenvolvido pelo menos uma vez ao longo da
carreira atlética. Além disso, esse processo pode estar intimamente relacionado
a variaveis como sexo, idade, distancia, tipo de pista, clima e velocidade atingida
pelo animal durante a prova (COSTA et al.,2004).

Estudos relacionados com variaveis de sexo e idade apontaram que a
maior prevaléncia se concentra em garanhdes quando comparados a éguas e
machos castrados, mesmo os dois ultimos sendo aposentados com idades
inferiores aos garanhdes (HINCHCLIFF et al., 2010). A idade € um importante
fator de risco para HPIE, uma vez que as lesdes crénicas podem favorecer os
quadros hemorragicos (NEWTON & WOOD, 2002; WIEDMANN et al., 2003;
NEWTON et al., 2005; MORLEY et al., 2015).

Sullivan & Hinchcliff (2015) inferem que, na maioria dos trabalhos
publicados, a avaliagdo de cada individuo frente a idade, ndo leva em
consideragao o numero de corridas realizados por cada animal durante sua vida
atlética, tempo de cada prova e quantos episoédios de sangramento esse animal
pode ter apresentado. Portanto, os fatores citados estdo intimamente
correlacionados ao tempo de exposi¢ao do animal aquele tipo de exercicio.

Segundo Hinchcliff et al., (2015), longas distancias ndo sao fatores
predisponentes para quadros de HPIE. Sabe-se que animais sangradores
podem manifestar eventos de HPIE independente do percurso, exibindo
sangramento até mesmo quando expostos ao galope.

Em um estudo de incidéncia feito por Scipioni et al., (2003), os autores
verificaram que a manifestacao de HPIE em cavalos PSI| em distancias de 1.000
a 1.200 metros foi de aproximadamente 48%, 1.400 e 1.800 metros de 47% e
acima de 2.000 metros 5%, respectivamente. Isso exemplifica, que a distancia
percorrida pelo animal em uma prova, e os desafios estdo mais relacionados

com quadros de exaustdo do que com a HPIE propriamente dita. Além disso, &
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importante reforgar que esses animais, corredores de percursos maiores, estao
inseridos em programas de treinamento que subsidiam seu terinamento fisico
para tais provas.

Lapoint & Vrins (1994) apontam que animais em inicio de carreira quando
comparados aqueles com aproximadamente 50 competicdes realizadas,
apresentam uma probabilidade duas vezes maior de diagndéstico de HPIE grau
< | enquanto cavalos que praticam a atividade ha pelo menos dois anos estéo
mais propensos ao grau V com quadros de epistaxe.

Segundo Wiedman et al., (2003), em um estudo realizado na Africa do
Sul, apontaram que a idade influencia a progresséo das condi¢cdes hemorragicas
em animais até os cinco anos. Assim, até os dois anos de idade, cerca de 1,1%
dos animais manifestam quadros de epistaxe. Apartir de trés anos 2,7% e
animais com 4 anos ou mais, as manifestacées sdo significativamente mais
frequentes.

Costa & Thomasian (2006), apresentaram dados sobre fatores de riscos
relacionados a estacdo do ano e a distancia das provas no Brasil. Os autores
concluiram que, mesmo em clima temperado e com maiores distancias
percorridas nas provas, 0S animais apresentaram maiores recidivas de
sangramento. O tempo prolongado da prova, esforco e clima seco poderiam ser
fatores adicionais a HPIE unidos a uma possivel predisposi¢do gentética.

Bordreaux et al., (2015), realizaram o primeiro estudo de base genética a
fim de contribuir com a patogénese da HPIE em cavalos atletas. Os autores
relatam a participacdo de dois principais genes, CD39 (expresso em células do
endotélio vascular, plaquetas e leucdcitos) e CD39 L1 (expresso exclusivamente
dentro das células adventicias do endotélio vascular), que estdo envolvidos na
regulacdo da hemostasia e controle da inflamacao. Os resultados da pesquisa
demonstram que dos 20 cavalos avaliados com HPIE, em 19 (95%) o CD39 foi
identificado, enquanto que CD39 L1 foi identificado em 6 (30%). Com estes
resultados os autores comprovaram o envolvimento e a importancia das
alteracdes vasculares em quadros de HPIE e deixam expressos a importancia
de estudos genéticos mais aprofundados nesta area.

Recentemente, Crispie et al., (2017) realizaram um estudo sobre os
parametros de desempenho durante a prova em uma populagédo de cavalos com

HPIE, diagnosticada através do uso de tranqueobroncoscopia, em animais livres
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do uso de furosemida. Os autores demsontraram nesse estudo que cavalos com
HPIE grau 1 e 2 estavam significativamente mais propensos a melhorar sua
posicdo ao atingir os 400m finais, quando comparados aqueles cavalos com grau
0. Os autores afirmaram ainda que é altamente improvavel que a HPIE possa
conferir alguma vantagem atlética sobre os ndo sagradores.

Outro dado importante a ser relatado € que cavalos com HPIE 23 se
mostraram significativamente mais rapidos durante o inicio da corrida. Contudo
nos ultimos 600m, esses animais sofrem grave desacelaracdo. Os autores
afirmaram que dados como esses sdo mais dificies de serem investigados, pelo
fato de néo ser possivel responder a etiologia da desacelaracdo. Assim, ndo se
sabe se 0 motivo principal foi uma eventualidade, fadiga ou ainda esta associado
a HPIE.

Outra possibilidade esta relacionada a velocidade de partida, que € capaz
de aumentar a pressao vascular nos pulmdes e dessa forma atingir o limiar de
ruptura dos capilares pulmonares mais rapidamente quando comparados aos
animais que atingem velocidades inferiores no inicio da prova (CRISPIE et al.,
2017).

A fim de compreender se a HPIE estd associada ao desempenho de
animais durante as provas, foram avaliados na Australia, 744 cavalos PS| sem
uso de medicacao profilatica (furosemida) ou ainda fitas nasodilatadoras, quanto
a sua colocagado no ranking de chegada. Os resultados demosntraram que
animais com grau < |, foram quatro vezes mais propensos a vitorias e possuem
1,8 vezes mais possibilidades de terminar entre os trés primeiros colocados do
pareo. Embora cavalos com HPIE >1 tenham terminado o pareo em posicoes
significativamente distantes, as chances de cavalos com HPIE =1 vencerem ou
terminarem a corrida nas trés primeiras posi¢cdes nao foram significativamente
diferentes das chances de cavalos sem HPIE (CRISPE et al., 2017).

Outro estudo conduzido por Sullivan et al., (2015) apontaram que graus <
1, ao longo da carreira, financeiramente foram 3,3 vezes mais bem sucedidos do
que aqueles grau <2. Animais ndo sangradores acumularam aproximadamente
135 vezes mais verba do aqueles com grau de sangramento V.

Muitos resultados equivocados foram publicados pela comunidade
cientifica a cerca da HPIE. A maioria dos estudos muitas vezes apresentam erros

no delineamento experimental e contribuem com afirmacdes equivocadas para
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tentar comprovar correlagbes entre animais e sua performance. Os estudos
incluem erros metodoldgicos, numero amostral insuficiente, viéses de selegcao
além de conclusdes estatisticas equivocadas (COSTA & THOMASIAN, 2006;
CRISPE et al., 2017).

3.7 Diagnéstico

Basicamente duas técnicas para o diagnostico de HPIE sdo comumente
utilizadas. O diagnéstico de sangramento pode ser realizado através do uso de
traqueobroncoscopia e lavado broncoalveolar (LBA). Segundo Derksen et al.,
(2011), ambos os métodos utilizados para identificar a hemorragia ndo permitem
concluir a gravidade do quadro e sim sua presenca.

O diagnostico realizado através da citologia de LBA é considerado como
o método padrdo ouro no diagnéstico de HPIE, por apresentar especificidade
(100%). A identificacdo de hemacias e /ou hemossideréfagos no liquido, torna
essa técnica mais sensivel e especifica sendo capaz de concluir episoédios de
sangramento brandos por minimamente 21 dias apdés o quadro de hemorragia
(MCKANE et al. 1993; DEPEKER et al.,2014). Os mesmos autores citam ainda
gue este método poderia resultar em avaliacdes equivocadas tendo em vista que
o LBA proveniente de apenas um lobo pulmonar ndo seria capaz de representar
um diagndstico preciso de HPIE. As populacfes celulares podem se apresentar
de maneiras diferentes em cada pulmao, dai a importancia da avaliacao bilateral
somada a precisdo diagndstica.

A presenca de hemossideréfagos em avaliacédo citolégica de LBA também
€ expressa em um escore de pontuacdo que varia entre 1 a 5. O escore 1
representa a populacao de hemossideréfagos entre 1-9%, escore 2 de 10-20%,
escore 3 de 21-40%, escore 4 de 41-60% e o esocre 5 compreende uma
populacao superior a 60%, respectivamente (DIFABIO et al.,2003).

Varias limitagc6es estdo envolvidas no emprego de LBA em equinos atletas
(BIRKS et al., 2003). O tempo de processamento das amostras poderia ser fator
limitante para o uso desse método. Entretanto estudos comprovaram que nao
houveram diferencas na contagem diferencial de células quando a avaliacdo
citolégica foi realizada imediatamente e 24 horas ap0s a coleta, independente da

temperatura de conservacao as quais foram submetidas (DENIAU et al., 2010).
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Outros fatores podem ser determinantes para o uso do LBA. Segundo
Birks et al., (2003), mesmo que o LBA tem uma boa aplicacéo dentro de projetos
gue envolvem pesquisa, quando este método tenta ser adaptado a rotina clinica,
dificilmente proprietarios e treinadores disponibilizaam seus animais. Essa
questao envolve restricdes de custo, tempo, equipamentos além do animal ter
gue ser submetido a protocolos de sedacgao e/ou anestesia, por exemplo.

Derksen et al., (2011), corroboram com toda a problematica citada
anteriormente, uma vez que o uso de drogas anestésicas pode ser um fator
complicador no que tange o exame anti Dopping, tendo em vista que muitos
animais sdo submetidos a coletas apos o final de cada pareo. Quando um animal
tem a confirmacao do uso de substancias proibidas através Dopping, 0 mesmo
€ imediatamente suspenso ou afastado das competicbes por tempo
indeterminado além do treinador receber uma adverténcia severa pelo uso de
medicag0des proibidas.

Em contra partida, a introducéo da técnica de endoscopia de fibra optica
flexivel marca um enorme passo na contribuicdo do diagndstico. Atualmente o
exame do trato respiratorio superior dos equinos € o método diagndstico mais
utilizado, sendo considerado uma técnica altamente especifica e menos invasiva.
O endoscopio permite a visualizagdo da hemorragia desde a presenca de
sangue se apresentando em linhas delgadas, nem sempre visiveis, ou ainda
através da coloragdo do muco no assoalho da traquéia (KNOTTENBELT &
PASCOE, 1998). O periodo adequado para a realizagado do exame € de 30 a 120
minutos apods exercicio para ter o diagnostico de sangramento das vias aéreas
superiores (SWEENEY & REILLY, 2001; COSTA et. al., 2004).

Segundo Hinchcliff et al., (2009), no periodo de duas horas pds treino com
uso da broncoscopia, € possivel identificar sangramento em cerca de 43 a 75%
dos cavalos Puro Sangue, sendo que se repetido o exame, a casuistica pode
aumentar para 85%.

Segundo Birks et al., (2003), as principais falhas atreladas ao uso da
endoscopia estdo relacionadas ao treinamento do avaliador sobre a graduacéo
do sangramento, bem como a negligéncia durante a identificacdo de quadros
hemorrdgicos mais brandos. A geracdo de um possivel trauma através da
introducdo do endoscépio ao longo do trato respiratério, € outro fato que pode

gerar confuséo sobre a real origem do sangramento.
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3.8 Tratamento

Animais sangradores, somente nos Estados Unidos, geram gastos
consideraveis a cerca de tratamentos, recuperacdo e dias de treinamento
perdidos, que ultrapassam U$ 250 milhdes/ano.

O insucesso na maioria dos tratamentos de HPIE se relaciona
basicamente a falta de condicbes que determinam a causa e origem do
sangramento.  Assim, embora muitos estudos tenham utilizado
broncodilatadores, tiras de dilatacdo nasal, agentes procoagulantes,
antifibrinoliticos, diuréticos e reoldgicos, a eficacia de cada um desses nao se
mostrou capaz de atenuar, corrigir ou cessar essas alteracdes (KING, 1995,
JONES, 2003; SULLIVAN & HICHCLIFF, 2015).

Segundo Sullivan & Hinchclliff (2015), levando em consideracao
mecanismos fisioldgicos competentes a nivel do sistema hemostatico, alguns
estudos utilizaram acido aminocaproico, um potente inibidor da dragadacao de
fibrina, vitamina K, aspirina, hesperidina, vitamina C. Contudo os resultados

obtidos novamente foram afuncionais na redu¢édo dos quadros hemorragicos.

3.8.1 Uso da Furosemida

O uso de drogas envolvendo animais atletas, antes da competi¢édo, € uma
grande questao que gera imcompatibilidade de opinies entre os paises que
fomentam o turfe. Impasses envolvendo animais e Dopping se tornam
problemas diretos e suficientemente incontestaveis a ponto de determinar o
afastamento do animal e/ou penalidades para o treinador.

O cdbdigo Nacional de Corridas (CNC), com apéndice realizado
diretamente ao Jockey Club Brasileiro da Cidade do Rio de Janeiro, preconiza
qgue animais atletas, usuarios de medicacao profilatica, com quadros recidivantes
de sangramento implicardo em quatro possibilidades de penas sendo a primeira
em 30 dias, a segunda vez em 90 dias, terceira em 180 dias, quarta em um ano
e na quinta o animal sera afastado definitivamente das competicdes.

O uso do farmaco furosemida se tornou popular e atualmente é utilizado
de maneira difundida na prevencao de HPIE. O mesmo atua como um possivel

retardatario na progessao da doenca, mesmo o mecanismo de preveng¢ao nao
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sendo claro. Segundo Hinchcliff (2005), somente na América do Norte cerca de
400 mil doses/ano sdo aplicadas em animais atletas do turfe. Esse numero
sugere que aproximadamente 92% dos animais correm sob efeito desta
medicacao.

No Brasil, 0 Codigo Nacional de corridas, na sessdo que regulamenta o
uso da furosemida, artigo 2°, paragrafo I, define que o farmaco pode ser usado
na dose minima de 100 e maxima de 250 mg/KG, aplicado pela via endovenosa,
até quatro horas, antes do horario do pareo.

Algum locais preconizam o uso de furosemida e tiras nasais como medida
preventida ao sangramento em cavalos. Um estudo realizado por Kindig et al.,
(2001), avaliaram o uso simulténeo em cavalos submetidos ao exercicio
submaximo em esteira, com diagndstico de HPIE realizado através de LBA. Os
resultados apontaram que o0 uso concomitante ndo foi capaz de mostrar
resultados superiores em relacéo a reducao da hemorragia.

A fim de tentar apresentar a comunidade cientifica um resumo sobre 0 uso
da furosemida, Sullivan et al., (2015), publicaram uma reviséo sistematica e uma
meta andlise para esclarecer que as evidéncias em torno do uso da medicacdo
ainda sado confusas. Os autores concluiram, mais uma vez, que erros
metodoldgicos implicaram diretamente em falhas durante tratamento e
conclusdes equivocadas sobre dados ndo representativos. A partir de um estudo
de meta-analise de 5653 cavalos com HPIE, foram avaliados o grau de
sangramento e o uso da furosemida. Os resultados apontaram que ha eficacia
na reducdo do grau de sangramento quando esta medicacdo é aplicada até
quatro horas antes da corrida.

Dentre as principais propriedades visualizadas para o principio ativo,
destacam-se inicio de acdo rapido, se mostrando Uutili em situacdes de
emergéncia, como em casos de hipertensao e /ou edema pulmonar sendo capaz
de reduzir o fluxo sanguineo local. Porém apresenta uma curta duragdo
(WATSON, 2011). A droga atua diretamente nas bombas de sddio-potassio-
cloreto (Na* - K* -2ClI"), tendo funcionalidade direta no ramo ascendente da al¢ca
de Henle, no néfron. A mesma se liga competitivamente aos receptores de cloro
do contratransportador luminal Na*K*2Cl- , inibindo a concentracdo do fluido
tubular (HINCHCLIFF & MUIR, 1991). A droga aumenta a excrec¢ao de potassio
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no tubulo distal e a perda de eletrdlitos transporta a 4gua livre para o interior dos
tubulos aumentando o volume de urina (WATSON, 2011).

De acordo com Hinchcliff & Muir (1991), a ligagdo do medicamento ao
tubulo distal pode ser influenciada fisiologicamente por diversos eventos como
a secrecdo de acidos organicos, fluxo sanguineo renal e a concentragdo de
proteinas plasméticas e sua ligagdo com o farmaco.

Em resumo, a acdo da furosemida na HPIE esta associada a uma
diminuicao no volume de agua e fluido intravascular, capaz de tornar os quadros
de hipertenséo arterial pulmonar mais brandos. Esse mecanismo associado ao
exercicio reduz a incidéncia da ruptura capilar alveolar e a hemorragia
ocasionando uma vasodilatacdo em parénquima pulmonar (HINCHCLIFF &
MUIR, 1991; HINCHCLIFF, 2009).

O uso em cavalos tem inicio rdpido com pico de atuacéo 15 e 30 minutos
apos a adminatracdo, sendo facilmente viasualizadao pelo fluxo urinario. O
clearence em animais saudaveis é de 503 ml/Kg/hora com retorno ao normal
entre uma e duas horas (HINCHCLIFF & MUIR, 1991). A furosemida intra venosa
(IV) apresenta as meias vidas alfa, beta e gama de 5,6, 22,3 e 158,5 minutos,
respectivamente. Quando administrada por outras vias, como intramuscular, a
meia vida da furosemida € maior e aumenta o fluxo urinario para até oito horas.
A producéo chega a 14,3 litros de urina nesse periodo sob a dose 1 mg/Kg,
contra 2,3 litros no mesmo periodo em que animais ndo medicados.

Um estudo recentes sobre o uso da furosemida em cavalos com HPIE,
testaram a eficacia do diurético 24 horas ap6s a administracdo da medicacéo, a
fim de mostrar a comunidade cientifica que se a funcionalidade da droga fosse
mantida apés 24 horas, e ainda assim atenuasse os quadros de sangramento
frente ao diagnostico da doenca, os esquemas mantidos na grande maioria dos
hipodromos poderia ser substituido de 4 para 24 horas. Os autores ainda
tentaram descrever de forma comparativa a farmacocinética da droga entre 4 e
24 horas. Os resultados do estudo sugerem que essa abordagem regulatéria ndo
é aplicavel, que em 24 horas apds a administracdo, na urina, a concentracéo de
furosemida nédo foi relevante. A despeito da farmacocinética, a eliminacao
sistémica do farmaco nao foi diferente em cavalos as 4 e 24 horas apos a
administracao (KNYCH et al., 2017).
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As conclus@es cientificas ainda sdo controversas entre seus beneficios e
efeitos adversos. Os principais efeitos visualizados sao extrarrenais, pela
reducdo da presséo atrial, reducdo da presséo arterial pulmonar e do débito
cardiaco, aumento da frequéncia cardiaca em resposta a reducdo da pressao
(efeitos podem persistir por até 8 horas apds a administragdo em animais com
restricdo hidrica), por compensacdo da hipovolemia, além da desidratacdo
rapida, ototoxicidade além de predispor a sindrome de exaustdo e coélica
(HINCHCLIFF & MUIR, 1991; HINCHCLIFF, 2009; WATSON, 2011).

3.9 Hemostasia

Uma injuria aguda associada a um trauma vascular, necessita de uma
intervencgao rapida e funcional capaz de cessar o sangramento no local da les&o.
O sistema hemostatico atua como um complexo de seguranga adaptado, que a
partir da interacao entre plaquetas, vasos sanguineos, proteinas adesivas,entre
outros tipos celulares, executa de maneira rapida e conjunta um processo
altamente regulado e capaz de manter o estado de fluidez do sangue, reparar a
injuria vascular e ainda remover o coagulo do espaco intravascular (MEYER et
al., 1983; VERSTEEG et al., 2013; ASSENZA et al., 2014; GETZ et al., 2015).

Para que todo o processo ocorra de maneira regulada, € necessario um
equilibrio entre atividades coagulantes, anticoagulantes, fibrinoliticas e
antifibrinoliticas. E fundamental que haja sincronizagéo entre a formac&o do
coagulo e a lise do trombo, caso contrario, qualquer disfungdo no sistema de
coagulacgao ou fibrinolitico podem resultar em hemorragia ou trombose excessiva
(EPSTEIN, 2014).

A hemostasia esta dividida em trés pontos principais, a hemostasia
primaria (lesdo vascular) que compreende a interagdo de vasos e plaquetas, a
secundaria (fatores da coagulagao) (tabela1) e a terciaria (dissolugao do coagulo
do espaco intravascular através da agao da plasmina). Mesmo que cada um dos
porcessos seja categorizado de forma separada, € imprescindivel entender que
as mesmas estéo intimamente relacionadas e ocorrem simultdneamente, desde
que todos os componentes envolvidos estejam presentes e sejam funcionais
(THOMAS, 2002).
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Tabela 1 - Fatores de coagulagéao, sintese e meia vida plasmatica.

Fator Nome Sintese Meia vida

plasmatica

I Fibrinogénio Figado 1,5-6,3 dias

Il Protrombina Figado/macréfago 2,1 -4,4dias
11 Tromboplastina Constituinte de fibroblastos e
ativada membrana plasmatica de células

musculares lisa

v Calcio

\Y, Proacelerina Figado, macrofagos 15 — 24 horas
Vi Proconvertina Figado, macréfagos 1 -6 horas
VIII Fator anti-hemofilico Figado 2,9 dias
IX Fator de Christmas Figado 24 horas
X Fator de Stuart- Figado, macréfagos 32 — 48 horas

Prower
Xl Antecedente da Figado 30 horas

tromboplastina  do

plasma
Xl Fator de Hageman Figado 18 - 52 horas
Xl Estabilizador da Figado 4,5 -7 dias
fibrina
Pré Fator de Fletcher Figado 35horas
calicreina
Cininogénio Fator de Fitzgerald Figado 6,5 dias

de alto peso

molecular

Thrall et al., 2004.

3.9.1 Interacdo entre endotélio vascular e a cascata da coagulacéo

A interacdo de mecanismos fisioldégicos entre vasos sanguineos,
plaquetas e a cascata da coagulagao séo responsaveis pela funcionalidade do
sistema hemostatico. E sabido que fisiologicamente a parede vascular possue
atividade antitrombdética e antinflamatéria. Portanto, quando o fluxo normal de
um vaso sanguineo € interrompido, por uma injuria vascular ou funcional, uma
resposta hemostatica local, rapida e regulada é estabelecida a fim de cessar
eventos trombohemorragicos (PALTA&PALTA, 2014). Para isso, sdo ativados
mecanismos précoagulantes, protromboticos e proinflamatorios (BECKER et al.,
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2000).

O endotélio vascular exerce uma atividade anticoagulante, que é
responsavel pela manutencdo do estado de fluidez do sangue, através da
vasodilatagao, que evita a ativagao plaquetaria, impede a formagao de trombina
e deposicao de fibrina dentro do vaso. A formacdo de trombina e fibrina no
interior do vaso, é inibida através da agao do fator inibidor tissular (TFPI) que
também é sintetizado pelas células do endotélio vascular, impedindo a interagao
com o fator Vlla (BECKER et al., 2000).

A sintese e secregdo de prostaciclina (PGI2) pelas células endoteliais,
oxido nitrico (NO) e adenosina difosfato (ADP), atuam como um potente
antiagregante capaz de impedir a ativacdo das plaquetas (SMITH, 2010). E
responsavel ainda pela producéo de dois fatores ativadores do plasminogénio,
sendo o tipo uroquinase (uPA) e o tipo tecidual, que quando clivado, é convertido
em plasmina, que por sua vez pode inativar tanto o plasminogénio quanto o
fibrinogénio, dando origem aos produtos de degracdo da fibrina (PDF’s)
(MEYERS et al., 1987; SMITH, 2010).

As plaquetas podem secretar através de seus granulos alfa, proteinas
especificas como a trombomodulina, que em contato com o endotélio inibe a
producao de trombina. A trombomodulina atua ainda como um cofator capaz de
ativar a proteina S capaz de ativar a proteina C, que por sua vez é pode inativar
os fatores V e VIII, enquanto a ligagdo da trombomodulina através da ligagao
com o fator Xa, inibe sua atividade.

A resposta do endotélio vascular a injuria possui um carater neurogénico
e é potencializada pela endotelina, que induz uma resposta vasocontritora
imediatamente apds o trauma (GENTRY et al., 2008). A exposigéo do fator de
FvW, uma proteina essencial para o sistema hemostatico, da inicio ao processo
de reparacgao da lesao vascular (INTERLANDI et al., 2017). A liberagdo do FVW
pelas células endotelias atuam como um agente facilitador no processo de
adesao, ativacao e agregacao plaquetaria. O FvW facilita ainda a ligacao das
plaquetas ao colageno exposto, e a partir disso, as plaquetas liberam mais
granulos a fim de facilitar a formagéao do coagulo.

As células do endotélio vascular podem, ainda que através de outros
estimulos, promover a trombose. O fator ativador plaquetario (PAF) e

tromboxane (TxA2) podem contribuir na ativagdo e agregacao das plaquetas.
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Assim, a expressao ou liberacdo de fatores através do entedotélio poderiam
modular a atividade procoagulante semelhante aquelas feitas pela
tromboplastina tecidual, trombomodulina e ativadores ou inibidores do
plasminogénio. A resposta a tais procoagulantes podem ser induzidas através
das respostas a patdégenos e seus ativadores como a interleucina-1 (ILC-1) e 0
fator de necrose tumoral (TNF) (MEYERS et al., 1987).

3.9.2 Hemostasia primaria

As plaquetas estdo envolvidas nesse processo e sdo capazes de cessar
0 sangramento através da formacgao de um tampao plaquetario, que envolve trés
etapas importantes adeséo, ativacao e agregacao (LASNE et al., 2006). Algumas
alteragcdes hemostaticas, envolvendo plaquetas, coagulagdo e fibrindlise sao
relatadas em cavalos apos o exercicio (McKEEVER et al., 1990; SMITH et al.,
1997; KINGSTON et al., 2002; PICCIONE et al., 2004, 2010; GIORDANO et al.,
2010).

Para que o processo de adesao seja ativado, é necessario que um trauma
vascular seja estabelecido, com consequente exposicdo de colageno
subendoletial as plaquetas circulantes no plasma. A partir disso, ocorre a
expressao de P-selectina, uma proteina transmembrana especifica para ligacéao
em granulos alfa de plaquetas, que quando ativadas se aderem aos receptores
de colageno (KOEDAM et all., 1992; FRENETTE et al., 1995). A secrecéo de
fator de Von Willebrand da células endoteliais facilita essa ligacao (GENTRY et
al., 2008). Assim, ocorre a ativacdo plaquetaria através da liberacdo de
mediadores armazenados em suas organelas, como TxA2, serotonina, ADP ou
ainda a trombina, produto da hemostasia secundaria (ROSENBLUM, 1997;
THOMAS, 2002). Na presencga de trombina, TxA2, vWF e ADP no local da leséo
estimulam entdo agregacao que favorece a formacao do tampao hemostatico
primario (NYARKO et al., 1998).

Os principais receptores plaquetarios primarios envolvidos nessa fase sdo
conhecidos como integrinas (glicoproteinas), e mesmo que poucos estudos
sejam aplicados a tais receptores na espécie equina, sabe-se que as principais
glicoproteinas sao os receptores de colageno (GP la/lia), fibronectina (GP Ic/llla),

laminina (Ic/lla), a vitronectina (Va) e fibrinogénio (lib/llla) dependente de
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ativagado (PINTADO et al., 1995). Sabe-se que a ligacéo entre GPIIb/llla quando
ligada ao FvW proporcionando uma adesdo plaquetaria irreversivel ao
subendotélio vascular (EPSTEIN, 2014).

Duante a fase de adesdo, as plaquetas se aderem ao colageno do
subendotélio e secretam aminas vasoativas como a serotoninas, catecolaminas
ou adrenalina que por sua vez promovem uma acao vasoconstritora no local da
lesdo. Aredugao do fluxo sanguineo local favorece o agrupamento das plaquetas
na presencga de ADP e calcio (LEME et al., 2009).

Para que ndo haja expansdo do tamp&o hemostatico no espacgo
intravascular, interacdes fisicas e bioquimicas passam a acontecer entre células
endotelias, integras e plaquetas através de mecanismos antitrombodticos. As
cargas presentes nas membranas das plaquetas e das células endoteliais
integras se repelem por serem igualmente negativas. Bioquimicamente, oxido
nitrico e prostaciclina atuam localmente inibindo a ativagao, adesao e agregacéao.
Outras substancias presentes na superficie de células endotelias reduzem a
ativiagao através da remocgao de agonistas como as ADPases, que degradam o
ADP, o sulfato de heparano, que contribui na inativacdo da trombina, e
trombomodulina, passa a inativar a ativagao das plaquetas (RUGGERI, 2003).

Em situagdes normais as plaquetas ndo aderem ao endotélio a menos
que sejam previamente ativadas na circulacdo (WEISS et al. 1997; REININGER
et al. 1998). Em equinos, as disfungdes plaquetarias ocorrem no curso de
diversas enfermidades e sdo capazes de provocar trombose, conhecida também
como um estado de hipercoagulabilidade mediada por agentes proinflamatdrios,
ou através da ativacao inapropriada resultando em tromboembolismo (HEATH et
al.,, 1994). Assim, quadros de hipercoagulabilidade, podem representar
manifestagdes severas e podem resultar em morte subita durante o exercicio
(BODEN et al., 2005).

Cavalos atletas e nao atletas quando submetidos ao exercicio agudo e de
alta intensidade podem apresentar quadros de hipercoagulabilidade (ASSENZA
et al., 2013). Esse estado se deve ao aumento da trombina e da hiperatividade
do sistema plaquetario, somado a um aumento nos fatores de coagulagao Vil e
o FvW (LIPPI&MAFFULLI, 2009). Outra descoberta relevante acerca de cavalos
de corrida foi feita por Smith et al., (1997), que exibiram resultados inesperados

sobre a reduagao do FVW apds a conclusdo do exercicio. Por apresentar uma
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meia vida longa na circulagdo, o aumento do consumo dessa proteina € capaz
de indicar a intensidade do trauma causado durante o exercicio extenuante.

Parte da prevencédo da hemorragia e da trombose dependem também da
das fun¢des mediadas pelo colageno. Segundo Jensen et al., (2016), as ligagdes
estabelecidas entre colageno, FVW, glicoproteinas e os fatores de coagulacéo
estdo interligados de maneira a restaurar o processo de injuria inicial. As
alteragdes sofridas pelos vasos através da deposicdo dessa proteina
intraluminalmente, também conhecida como fibrose, levam a oclusdo ou
remodelamento da microvasculatura como a do pulmao de cavalos com HPIE,
por exemplo (DERKSEN et al., 2011) .

3.9.3 Hemostasia secundaria

O modelo da cascata de coagulacgdo é tradicionalmente divido em trés
principais vias sendo elas extrinseca (componentes celulares e do sangue),
intrinseca (componentes presentes no espaco intravascular) e comum (ativagcéo
do fator X). Isso quer dizer que as reagbes no processo hemostatico séo
controladas pela localizagdo em diferentes superficies celulares.

A hemostasia secundaria esta relacionada a cascata das serino proetases,
que tem como principal objetivo clivar o fibrinogénio através da agao da trombina
(GALE, 2011). Este processo torna a malha de fibrina insoluvel no local da les&o
e ocorre concomitantemente a agregacgao plaquetaria (FALATI et al., 2002). Em
condicgdes fisioldgicas os mecanismos anticoagulantes garantem que a ativagao
do sistematico hemostatico seja poupado. Segundo Esmon et al., (1981) e
Shimada et al.,, (1991), os principais mecanismos anticoagulantes estao
relacionados a agdo da trombomodulina e ao ao sulfato de heparano. A
trombomodulina € um cofator da trombina, capaz de converter a acao
précoagulante em anticoagulante através da proetina C, enquanto os sulfatos de
heparano estimulam a ativacdo inibidora da serinoprotease inativando a
trombina e o fator Xa.

A ativacao da via extrinseca depende da liberagao de tromboplastina que
€ conhecida também como fator tecidual (FT). Presente em fibroblastos e tecidos
extravasculares, ativam o fator VII, formando um complexo denominado

protrombinase (FVIla+FT), responsavel pela ativagdo dos fatores X e IX
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(DAHLBACK, 2000).

A via intrinseca é ativada por contato. A ativagdo do fator XllI ocorre
quando o sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas elétricas
negativas com a presenga de componentes do plasma como a pré-calicreina
(uma serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo
enzimatico). O fator XlI ativado, ativa o fator X| que, por sua vez, ativa o fator IX.
O fator IX ativado, na presenca de fator VIl ativado, por tragos de trombina, e
em presenca e ions calcio (complexo tenase), ativa o fator X da coagulacao,
desencadeando a geragdo de trombina e, subsequentemente, formagédo de
fibrina (FERREIRA et al., 2010).

As duas vias atingem agora a “via comum” capaz de converter
protrombina em trombina favorecendo a transformacdo de fibrinogénio em
fibrina. Atualmente um novo modelo foi prosposto para avaliagdo da hemostasia,
no qual propde que trés fases principais devem ser avaliadas, iniciagao,
amplificagdo e propagacao.

Uma vez que os mondmeros de fibrina estdo disponiveis na circulagao,
juntamente com a agao do fator Xllla (fator XIII ativado pela trombina) e ions
calcio, o coagulo se mantém estavel até sua resolucdo. Os fatores da cascata
da coagulagdo sdo numerados de | a Xlll e a interagao visualizada entre os
mesmos nao determina a comunicagdo em cascata e sim a sua ordem de
descoberta (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

3.9.4 Hemostasia terciaria

A fibrindlise é responsavel pela remoacdo do coagulo, que ocorre
exclusivamente no local da lesdo endotelial. Uma falha nesta etapa pode ser
fundamental para o desenvolvimento de tromboembolismo (LISMAN et al., 2005).

Este processo é capaz de clivar a fibrina a partir da acao da plasmina e
remover o excesso de fibrina localizado no espaco intravascular. O endotélio é
responsavel por liberar o plasminogénio, que se concentra no local da leséo
liberando plasmina, uma protease capaz de clivar a fibrina produzindo
fragmentos de denominados de produtos da degradagao da fibrina ou ainda os
dimeros D, oriundos da degradagdo da fibrina estavel (SMITH, 2010) . A

combinagao entre plasmina (que esta em execesso) e antiplasmina, limitam o
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processo, de modo que o mesmo nado seja desencadeado de maneira
generalizada. Outro fator importante e que facilta a regulagéo deste processo,
ocorre através da concentragdo plasmatica da antiplasmina que € 10 vezes
maior que a plasmina.

Afibrina e seus derivados podem inflenciar os mecanismos de inflamacgao
e reparo do tecido pulmonar afetado (IDELL, 2003). A migragdo de células
inflamatadrias até o tecido lesionado pode ser mediado pela fibrina, bem como a
adesao e proliferagcao de fibroblastos com a seguinte produgao de colageno
(GRINELL et al., 1980; GRAYS et al., 1995). Além disso, a fibrina e seus
derivados inibem o surfactante, diminuindo a tensdo superficial alveolar,
formando areas com diminuigdo de trocas gasosas.

Segundo Ware et al., (2005), em pacientes humanos com doengas
respiratorias, a membrana alveolar encontra-se danificada e isso é suficiente
para desencadear um desequilibrio entre a atividade coagulatéria e fibrinolitica
no espago extravascular. Os autores afirmam ainda que coagulagcdo e a
fibrindlise desempenharam um papel importante nos mecanismos patogénicos
de numerosas doengas pulmonares em seres humanos, e o desenvolvimento de
terapéuticas que sustentam a fibrindlise é discutido como uma abordagem
promissora.

Estudos sobre diferentes parametros de fibrindlise utilizando u-PA
(ativador de plasminogénio de tipo uroquinase), PAI-1 (inibidor de ativador de
plasminogénio 1) e a2-AP (alfa 2-antiplasmina) e dimeros - D (um produto de
degradagao de fibrina contendo dois fragmentos D ,da proteina de fibrina unida

por uma ligagao cruzada) demonstraram um aumento da coagulagdo em
fluidos provenientes do LAB em pacientes com doenca respiratéria crénica
(GUINTHER et al., 2000).

Até o momento, poucos estudam foram realizados em medicina
veterinaria a fim de apontar disturbios da fibrindlise nesta espécie,
principalmente em doengas que envolvam o trato respiratorio de equinos atletas.

3.10 Tromboelastometria (TEM)

Tanto a tromboelastometria (TEM) quanto a tromboelastografia(TEG), séo

técnicas utilizadas a partir da interacao entre fatores de coagulacao, fibrinogénio,
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plaquetas e sistema fibrinolitico em tempo real, avaliando as caracteristicas
cinéticas e viscoelasticas do coagulo diferindo apenas nos reagentes utilizados
e nas variaveis obtidas em cada método (LOPEZ et al., 2016).

Segundo Luddington (2005), a TEM € uma técnologia que vem sendo
amplamente difundida, pois possui caracteristicas que avaliam o sistema
hemostéatico de animais e humanos através das propriedades viscoelasticas do
sangue, desde a formacéao do coagulo até a fibrindlise. Dessa maneira, assume
um novo formato analitico capaz de integrar a acdo de componentes envolvidos
no processo de coagulacdo, avaliando todo processo através da técnica
realizada in vitro.

Esta técnologia foi desenvolvida na Alemanha por volta de 1940 e vem
sendo utilizada desde entdo com bons resultados. As analises realizadas a partir
da TEM possuem um principio de monitoramente que ocorre através da
deteccdo Opitca feita sobre o pino suspenso no sangue. Assim que a fibrina é
formada, a diminuicdo da agitacdo reduz e as aletracbes sdo captadas por
impedancia e transmitidas a um sistema capaz de converter em grafico as
alteracdes na coagulacao.

As variaveis fornecidas pelo grafico se referem a viscoelasticidade do
sangue. Logo, o tempo de coagulcdo (CT) dado pela alteracdo da
viscoelasticidade do sangue, tempo de formacdo do coagulo (CFT) dado pela
cinética da fibrina e formacéo do coagulo, angulo alfa (A°a), firmeza maxima do
coagulo (MCF) e a porcentagem de fibrindlise (LY 30/60), que é dectatda através
da lise maxima (LM) quando superior a 15% (KOL e BORJESSON, 2010,
(MCMICHAEL e SMITH, 2011).

Figura 1 - Avaliagéo pela tromboelastometria (ROTEM® Delta) realizado em
sangue total citratado. Na figura a variaveis CT (Clotting time): tempo de

coagulagao; CFT (Clot formation time): tempo de formacéo do coagulo; A° a (a
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angle):angulo alfa e MCF(Maximum Clot firmness): firmeza maxima do coagulo.
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Adaptado GIORDANO et al., 2010.

A ativacdo da coagulacdo na tromboelastometria € realizada através do
emprego de reagentes INnTEM® responavel por avaliar a via intrinseca através
da ativacéo da coagulacao por contato, exTEM® avalia a via extrinseca através
da ativacéo da coagulacao com fator tecidual, fiboTEM® que avalia o fibrinogénio
através das vias de ativacédo da coagulacdo com fator tecidual através da inibicéo
das plaquetas pela citocalasina (KOL e BORJESSON, et al., 2010).

A técnica foi validada para monitoracdo hemostéatica em caninos (SMITH et
al., 2010), equinos (KOL e BORJESSON, 2010) e felinos (MARSCHNER et al.,
2010). Contudo vem sendo aprimorada a nivel de valores de reféncia para as
mesmas espécies (BRUNO et al., 2015; JUNGE et al., 2016; CHARLOTE et al.,
2017).

Em estudos realizados com cavalos PSI predispostos a desenvolver HPIE,
sugerem que a coagulagdo é pré ativada e a possibilidade de desenvolver esse
quadro é maior mesmo que o0s episoddios hemorragicos sejam recentes ou
recorrentes (GIORDANO et al., 2010, KOL e BORJESSON, 2010).

A utilizacdo de testes como TP, TTPa, dimeros D e fibrinogénio sao
utilizados na realizagdo de diagnostico precoce na maioria das doencas que
envolvem distlrbios hemostaticos (ANDREASEN, et al., 2012). Todavia, 0 uso
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da TEM seria uma possivel forma de otiumizar resultados através de uma andlise
mais sensivel na deteccdo de estados de  coagulacdo intravascular
disseminada, hipo ou hipercoagulabilidade, avaliando de maneira integral,
cavalos com HPIE, por exemplo (KOL e BORJESSON, 2010, GIORDANO et al.,
2010).

Segundo Paltrinieri et al., (2008) é importante avaliar através da TEM o
desempenho analitico de equinos, tendo em vista que quando comparados a
outras espécies, apresentam TP diminuido, TTPa aumentado, niveis de
fibrinogénio aumentado, bem como aumento da atividade de factores |, I, V, e
X. Os autores informam ainda que os intervalos de referéncia variam conforme
a apitdo ou tipo de exercicio realizado por cada animal, dai a importancia de
padronizar valores de referéncia dentro de cada estudo. Logo, as aletracfes no
sistema hemostatico de cavalos atletas, principalmente ap6s o exercicio,
apresentam sao diferentes daquelas vistualizadas em cavalos de sela, por
exemplo. Segundo GIORDANO et al., (2010), Cavalos atletas com HPIE podem
apresentar quadros de hipercoagulabilidade em momentos pré e pds exercicio,
com as principais alteracdes verificadas principalmente em via intrinseca e
atividade fibrinolitica.

As alteracBes hemostaticas tém sido reportadas também em humanos que
praticam exercicio fisico extenuante, enquanto aquelas que geram alteracdes
hemostaticas em equinos atletas sdo pouco documentadas. O impacto agudo
gerado no sistema hemostatico de humanos desencadeia a ativacdo da
coagulacéao, ativacdo da fibrindlise e um aumento no nimero e na atividade das
plaguetas. Brooks et al., (2014), verificaram que as variaveis da TEM sao
influenciadas pela viscosidade do sangue e ndo pelo hematdcrito quando em
condi¢cOes experimentais adequadas.

As informagbes sobre a TEM em Medicina Veterinaria comega a ganhar
espago a partir dos resultados de pesquisas através da expansao dessa
tecnologia. O uso do ROTEM em estudos com cavalos atletas infere que o
exercicio agudo induz uma hemoconcentragédo, que pode variar de relativa a
moderada, € um quadro de hipocoagulabilidade em animais saudaveis.
(GIORDANQO et al., 2010).

Varios fatores estdo intricados na elucidacdo da patogénese da HPIE.

Portanto, episddios hemorragicos recentes antes das coletas ou hemorragias
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cronicas (recorrentes), da frequéncia de participacdo em provas, fragilidade
capilar, podem agravar as lesdes nas paredes dos vasos. Portanto as
informacgdes sobre quadros de hipo e hipercoagulabilidade nesta espécie ainda
sao conflitantes.

Uma avaliagdo sistematica baseado em evidéncias foi publicada por
Hanel et al., (2014), os mesmo concluiram que os estudos que envolvem a TEM
devem ser relatados universalmente, principalmente na Medicina veterinaria,
que possui poucos trabalhos capazes de evidenciar as principais alteracdes
hemostéticas frente em diferentes doencas, ou até mesmo estabelecer valores
de referéncias para diferentes espécies. Também foi recomendado que 0s
trabalhos devem ser acompanhados dos valores de hematdcrito, contagem de
plaguetas e concentracao de fibrinogénio para agregar informacdes aos dados
da TEM. De modo geral, poucos estudos relacionados a hesmostasia séo
realizados em cavalos atletas no Brasil. Quando relacionados a TEM séo ainda

menores.

3.11 Hemoparasitoses: impacto no sistema hemostatico

Sabendo da importancia do envolvimento de causas infecciosas
comprometendo o sistema hemostéatico (DUMLER et al., 2007, PASA et al.,
2017), até o momento ndo existe nenhum caso reportado sobre o impacto da
erliguiose em cavalos atletas com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio
(HPIE).

Os principais distarbios em sistema hemostatico estdo frequentemente
associados ao curso agudo e/ou crbénico das doengas, pela capacidade de
comprometer integralmente todas as etapas do funcionamento do sistema de
coagulacédo, afetando a funcdo das plaquetas, fatores de coagulacdo além
interferir no processo de reparacdo do coagulo no espaco intravascular (POLL,
et al, 2011).

A infeccao é capaz de induzir a inflamacgao e, através desse processo,
ativar o fator tecidual, uma glicoprotreina transmembrana, que pode ser
expressa por fibroblastos entre outros tipos de tecidos do meio extravascular
(LEVI e POLL, 2010). A participagdo de citocinas pro-inflamatorias ou de

produtos bacterianos, envolvidos durante a fase de infec¢ao, podem servir como



68

potenciais sinalizadores para que a coagulacéo seja ativada.

Até o momento, nenhum trabalho abordou o potencial da infec¢céo sobre
0os parametros hemostaticos utilizando como fonte diganostica a
tromboelastometria. Outro grande problema encontrado principalmente na rotina
de grandes animais, é a negligéncia no diagndstico dessas infec¢des. Sabe-se
gue os carrapatos possuem distribuicdo mundial e sdo importantes vetores para
transmissao de doencas em animais domeésticos e silvestres em todo o mundo
(BARROS et al., 2015, SAINZ et al., 2015). Em equinos, sao relatadas trés
espécies de carrapatos, Dermacentor nitens, Amblyomma cajennense e
Rhipicephalus microplus, que estao intimamente relacionados a transmissao de
inimeros patégenos tais como Babesia caballi, Theileria equi, Anaplasma
phagocytophilum e bactérias do género Ehrlichia spp.

A prevaléncia de parasitos do genéro Ehrlichia spp. entre outros genotipos
de Ehrlichia sp. vem se tornando uma problematica pelo aumento anual no
namero de casos (AGUIAR et al.,2014). A frequnéncia do diagnéstico de
Ehrlichia sp., em cées, € massivamente relatada em todo mundo (MYLIONAKIS
et al., 2014; GUEDES et al., 2015).

As principais altera¢des clinicas observadas em animais positivos podem
variar entre anemia e trombocitopenia. Contudo, o aumento da temperatura
corporal, reducdo na contagem de globulos brancos, eosindfilos, heméacias,
hemogloblina, hematécrito também sugerem quadros de vasculite que séo
estabelecidos durante o curso agudo ou cronico da doenca (DUMLER et al.,
2001). Assim, episodios de epistaxe, hematiria e diarreia hemorragica
assosciados a disfuncdo plaquetaria, na erliquiose, estdo relacionadas a
gravidade dos sinais clinicos e também associados a trombocitopenia severa
guando o numero de plaquetas é inferor a 30.000 (BULLA et al., 2004). Além das
principais anormalidades hematologicas, distarbios respiratorios, oculares e
neuroldgicos também sao relatados e podem contribuir com os efeitos negativos
sobre a hemostasia (CASTRO et al.,2004).

As citocinas pro-inflamatorias e outros mediadores sdo capazes de ativar
o sistema de coagulacdo e diminuir a regulacdo de importantes vias
anticoagulantes fisiolégicas principalmente nos casos mediados por infec¢des
bacterianas como no caso de Ehrlichia spp. (LEVI e POLL, 2010).
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Com o avanco epidemiolégico das infeccBes por Ehrlichia spp. em todo
mundo e, sabendo do potencial comprometimento, extensao e magnitude da
doenca, especialmente no que tange a espécie equina e o diagndstico de
hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio, sdo necessarias pesquisas que
contribuam na elucidacéo do impacto causado pelo agente desde de o momento
da infeccdo até as alteracdes causadas sobre os parametros hemostaticos além

da relacdo com os episodios de sangramento do animal.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

v

Avaliar o perfil hemostatico de equinos atletas com HPIE, pré e pos
prova de turfe;

Avaliar as trés principais vias da coagulagéao (intrinseca, extrinseca e
fibrindlise) por meio da tromboelasmteria e correlacionar os resultados
com a contagem de plaquetas e testes de coagulagdo TP, TTPA e

fibrinogénio, pré e pds exercicio fisico extenuante;

5.2 Objetivos especificos

v

Investigar se o exercicio agudo e extenuante € capaz de causar
alteracbes no perfil hemostatico de equinos atletas em campanha
atletas, com HPIE, com e sem o uso de furosemida;

Investigar a presenca de quadros de hiperfibrindlise pré e pos prova;
Investigar se esses animais apresentam quadros de hipo ou

hipercoagulabilidade pré e pos exercicio.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — UNESP/Botucatu
— SP, sob o protocolo numero 171/2014.

6.2 Selegcao dos animais

Foram selecionados 26 equinos da raga Puro Sangue Inglés (PSI) em
campanha no Joquey Club Brasileiro (JCB) do Rio de Janeiro, sendo 6 fémeas
e 20 machos nao castrados com idade entre 3 e 5 anos, com peso entre 488
e 583 quilos. Todos os animais possuiam histérico de hemorragia pulmonar
induzida pelo exercicio (HPIE) e foram inseridos em programas de
treinamento para percorrer distancias entre 1.400, 1800 e 2.000 metros,
avaliados nos momentos pré e pos exercicio.

Animais diagnosticados com outras comorbidades, seja através do exame
clinico, laboratorial ou ainda aqueles submetidos a protocolos
medicamentosos (uso de antimicrobianos, antinflamatorios esteroidais ou néo
esteroidais) foram excluidos do estudo para evitar viéses dentro dos
resultados da pesquisa. Todos os equinos incluidos na pesquisa, tiveram suas
amostras de sangue submetidas ao exame de reagcdo em cadeia pela
polimerase (PCR) contra Ehrlichia sp. e aqueles positivos, foram excluidos do
estudo.

Durante o periodo experimental foi acordado que os animais ndo usariam
nenhum medicamento além de furosemida. Os animais que participaram da
pesquisa mantiveram o manejo de estabulag¢ao, receberam alimentagao, agua
ad libitum, casqueamento e ferrageamento, além da rotina de nado, banho e
exercicios preservada. As saidas dos animais para corridas externas ao JCB
foram interrompidas durante o periodo experimental. Todos os cavalos
participantes foram incluidos no estudo apdés a assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido para o uso de animais em pesquisa pelo
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proprietario ou treinador responsavel.

6.3 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao para este estudo foram resultados positivos para
Anaplasma spp. Babesia spp e Ehrlichia spp, administragdo de
antiinflamatoérios  nao-esterdides,  corticosterdides,  antibioticoterapia,

alteragdes nos exames de triagem (hemograma e exame bioquimico).

6.3 Delineamento experimental

Os cavalos foram divididos em dois grupos e cada um foi seu préprio
controle, uma vez que os mesmos foram submetidos aos mesmos testes em
apos diferentes tipos de tratamentos.

Para isso, dois grupos experimentais foram criados:

Grupo 1: Animais que realizaram corridas sem o uso de diurético,

Grupo 2: Animais que realizaram corridas com uso de diurético
(Furosemida) na dose de 250mg/kg/lV, quatro horas antes da corrida (Fonte:
Comité nacional de corridas).

Durante o periodo experimental, cada animal do grupo 1 e 2 foi submetido
duas vezes ao exercicio extenuante (alta intensidade e curto espaco de
tempo), sendo a primeira vez sem nenhum tratamento, a segunda vez sob uso
de furosemida.

Um intervalo minimo de 15 dias entre as avaliagdes dos dois grupos foi
solicitado aos treinadores que cederam animais ao experimento, pensando na
recuperacdo daqueles que apresentassem escores de sangramento
superiores a 3. Aqueles que obtiveram graduacdo de sangramento no poés
exercicio igual ou superior a 3, quando o proprietario manifestou interesse,
foram submetidos a nebulizacdo com solucéo fisiologica, duas vezes por dia
por cinco dias. Em caso de necessidade de incrementar antibiotico
(gentamicina) ou antiinflamatorio (Dimetilsulféxido — DMSO) a nebulizacéo, os

animais foram excluidos dos respectivos grupos experimentais.
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6.4 Das corridas

Todas as corridas foram realizadas respeitando o Cédigo Nacional de
Corridas do JCB. Os animais que participaram do estudo utilizaram a mesma
sela e aderecos usados em uma corrida habitual, assim como foram montados
pelo mesmo joquei/joqueta nas duas repeticbes, para evitar variacbes de
intensidade no exercicio pela diferenca pelo peso. A distancia percorrida foi a
mesma para cada animal durante os dois momentos.

Apds o término da corrida, os joqueys conduziram oS animais até o
VETCORR (Departamento responséavel pela liberacdo dos animais no dia das
corridas, no JCB) onde a colheita de amostras e avaliacfes dos animais foram

realizadas.

6.5 Avaliagcao dos animais

O médico veterinario avaliador dos parametros vitais e do sistema
respiratério foi o0 mesmo para todos os animais, em todas as repeticdes do
experimento e ndo era informado a qual tratamento o animal examinado
estava submetido. A avaliacdo dos parametros vitais se deu pela auscultacao
das frequéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR), afericdo da temperatura
retal (TR), inspecdo visual da coloracdo da mucosa oral e tempo de
preenchimento capilar (TPC).

Os animais foram avaliados em trés momentos (MO, M1 e M3) por meio

de exame fisico, coleta de sangue e avaliacdo endoscopica:
Momento 0 (M0): 30 minutos antes do exercicio,

Momento 1 (M1): imediatamente apOs o exercicio,
Momento 2 (M2): 30 minutos ap0s 0 exercicio,

Assim no MO e M1, foram realizadas a avaliacdo clinica dos parametros
vitais e do sistema cardiorespiratorio, coleta de sangue para hemograma, perfil
bioguimico ((ureia, creatinina, aspartato transaminase (AST), alanina transferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total
sérica (PTS), albumina e lactato sérico nos momentos M0, M1 e M2. Para os
testes de hemostasia TEM e para os testes classicos como TP, TTPa e
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fibrinogénio. Além disso os animais foram submetidos a avaliacdo endoscopica
do trato respiratério superior.

6.6.1 Avaliacdo especifica do trato respiratorio

A avaliagéo especifica do sistema respiratorio se iniciou pela inspecao, do
modo da atividade respiratoria (eupnéia ou dispnéia), o tipo (costal, costo-
abdominal ou abdominal), a amplitude (normal, superficial ou profunda) a
coloracdo da mucosa nasal e presenca de secre¢des nas narinas, e ainda a
presenca ou auséncia do reflexo de tosse. Em seguida realizou-se ausculta dos
campos laringo-traqueal, traqueo-brobnquico e broénquio-bronquiolar para

averiguar a presenca ou nao de ruidos patoldgicos.

6.6 Avaliacao endoscopica do trato respiratério

A avaliacéo foi realizada nos momentos pré e pés exercicio em todos 0s
animais do estudo. As endoscopias e as imagens foram avaliadas sempre pelo
mesmo avaliador sem que ele soubesse a qual grupo experimental o animal
pertencia. A metodologia utilizada para tal metodologia foi descrita por PASCOE
et al, 1981. Assim, o exame foi realizado através do uso de um
colonofibroscoépio, acoplado a uma camera capaz de capturar e transmitir as
imagens a um computador para que as mesmas fossem gravadas e
posteriormente avaliadas.

Nenhum animal deste experimentado foi submetido a qualquer protocolo
de contencdo quimica. Sendo assim, apds a contencdao fisica, o0 endoscépio foi
introduzido pelo meato nasal ventral da narina direita ou esquerda,
aleatoriamente. Foram analisadas as estruturas anatomicas desde os meatos
nasais até a bifurcacdo brénquica (carina). A avaliacdo semi-quantitativa para a
presenca de sangue foi avaliada para:

Grau 0: auséncia de sangue aparente na traguéia;

Grau 1: tracos de sangue na traguéia;

Grau 2: filete de sangue na traquéia,

Grau 3: sangue na traguéia em gquantidade superior ao grau anterior;
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Grau 4: presenga abundante com acumulo de sangue na traquéia;
Grau 5: hemorragia nasal ou presenca de sangue abundante e acumulado

na traquéia até a orofaringe;

6.7 Colheita das amostras de sangue

As coletas de sangue foram realizadas a partir das veias jugulares direita
e/ou esquerda aleatoriamente. Todavia, para coleta de sangue ho momento pos
exercicio, preconizou-se a colheita de sangue da veia jugular contraria aquela
utilizada no momento pré exercicio, para evitar alteracdes nos resultados das
amostras de hemostasia.

Foram coletados aproximadamente 40mL de sangue para a realizacao
das avaliacdes pré e pds exercicio. Portanto, foram coletados 20mL de sangue
em cada momento do experimento. Sendo apenas as coletas de sangue para
analise do lactato sérico, colhidas 30 minutos apds o exercicio.

O sangue coletado para a hematologia (3mL), foi acondicionado em tubos
contendo &cido etilenodiamino tetra acético (EDTA K3%) a 7,5%. Para as anélises
bioguimicas? (5mL), o sangue foi acondicionado em tubos sem anticoagulante,
e posteriormente centrifugados a 3000 rpm, para separacéo e congelamento do
soro.

As amostras de plasma citratado foram destinadas aos testes de
hemostasia realizados através do coagulémetro (4,5mL). As dosagens de lactato
sérico! (4mL), foram acondicionadas em tubos contendo fluoreto de sddio.
Ambas foram submetidas ao mesmo protocolo de centrifugacdo e
permaneceram congeladas a temperatura de -80°C? até o processamento das
amostras.

Para a tromboelastometria, foram colhidos 9 mL de sangue em tubos com
citrato de sédio 3,2%! em temperatura ambiente. As andlises da
tromboelastometria foram processadas em até cinco minutos apés as coleta de

sangue total citratado.

1 BD®, New Jersey, Estados Unidos.
2 Sanyo® Ultra Low, Osaka, Japéo.
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6.8 Exames laboratoriais

6.8.1 Hemograma

O hemograma foi realizado em contador hematol6gico®. A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células, com a avaliagdo da
morfologia de eritrocitos, leucdécitos e plaquetas em esfregacos sanguineos

corados pelo corante panatico rapido.

6.8.2 Avaliagcdo de bioguimica sérica

Os testes bioguimicos (ureia, creatinina, aspartato transaminase (AST),
alanina transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gamaglutamil transferase
(GGT), proteina total sérica (PTS) e albumina foram realizados em equipamento

de bioguimica automatizada* utilizando kits comerciais®.

6.8.3 Contagem de plaquetas

As contagens foram realizadas em camara de Neubauer, apés diluicao de
20uL de sangue total (EDTA K3) em 2mL da solugao de Brecher.

6.9 Testes de hemostasia

Amostras de sangue total para o perfil de coagulagdo foram coletadas
coletados por pungao de veia jugular (agulha 40x12) e colocado em 2 tubos
contendo 3,2% de citrato trissédico (1 parte de citrato: 9 partes de sangue).
Qualquer interrupcdo no fluxo venoso durante a coleta ou ainda diversas
tentativas sem sucesso ou ainda reposicionamento da agulha foram

determinantes para que o vaso contralateral fosse o alvo da coleta subsequente.

3 Sysmex® - Poch-110 iV, Miami, Estados Unidos

4 Roche® - Cobas Mira Plus, Basileia, Suica.
®> Katal®, Belo Horizonte, Brasil.
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6.9.1 Tromboelastometria

A tromboelastometria foi realizada no aparelho ROTEM® Delta®que
mantém a a amostra de sangue a temperatura de 37°C. Trés canais diferentes
(exTEM, fibTEM e inTEM), foram utilizados para a avaliagdo simultanea de cada
amostra durante todo o periodo experimental, sendo o canal 1 para avaliacdo da
via extrinseca (exTEM), canal 3 responsavel pela avaliacdo da fibrindlise
(ibTEM) e o canal 4 para a via intrinseca (inTEM). Em cada um deles foram
adicionados 300uL de sangue total citratado, recalcificado com 20uL de cloreto
de calcio 0,2 mol/L, sendo que a ativacdo da coagulacdo foi realizada
separadamente em cada canal, empregando-se 0s seguintes reagentes:
INTEM® (20uL, fosfolipideos de tromboplastina parcial®), FIBTEM® ( 20uL
tromboplastina tecidual e 20uL citocalasina®) e exTEM® (20uL, tromboplastina
tecidual®).

Foram avaliadas as seguintes variaveis: CT (tempo de coagulacao):
laténcia até a formacg&o inicial de fibrina; CFT (tempo de formac&o do coégulo):
velocidade até a obtencéo de estabilidade do coagulo; angulo a: velocidade de
acumulo de fibrina e de ligacdo cruzada (nivel de fibrinogénio); MCF (firmeza
maxima do coagulo): medida do pico da forca/resisténcia do coagulo; ML (Lise

maxima): medida do tempo para perda da resisténcia de um coagulo.

6.9.2 Coagulograma

A hemostasia secundaria foi avaliada por meio de testes padr6es como
tempo de protrombina (TP), Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e
fibrinogénio, a partir do plasma citratado através de coagulometria (ClotTimer®?)

em triplicata, utilizando os Kits especificos (Clot®’) para cada teste.

® Pentapharm, Munique, Alemanha.
7 Laser Sensor, Sorocaba, Brasil.
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6.10 Lactato plasmético

As colheitas das amotras do foram realizadas em aparelho de analises
bioquimicas semi automatico (Celm SB-1908), utilizando kits para dosagem de

lactato (Bioclin®°) para cada teste.

8 Celm SB - 190.
? Bioclin®, Belo horizonte, MG, Brasil.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise através do Teste t
(pareado) para amostras dependentes. Quando a normalidade ou a
homogeneidade das amostras das varinancias falharam foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon. Em ambos os testes, o nivel de significancia foi
de 5% (p=0,05). O programa estatistico utilizado para as analises foi 0
SigmasStat.
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8. RESULTADOS

A ocorréncia de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio (HPIE) foi
diagnosticada nos 26 cavalos participantes desse estudo, totalizando o escore
de sangramente em 100% desta populagdo. Os animais foram seus proprios
controles e houve diferenca significativa (p<0,01) entre os animais do grupo
controle quando comparados ao grupo tratado (furosemida). A comparagao do
grau de sangramento entre os tratamentos encontra-se na tabela 2.

Os animais do grupo controle apresentaram graus de sangramento = 2.
Assim, trés animais apresentaram grau Il (11,5%), 13 animais escore Il (50%),
oito animais o escore 1V (30,8%) e dois animais apresentaram o grau maximo de
sangramento (V) com manifestacao de epistaxe (7,7%). Quando tratados com
furosemida, os graus de sangramento foram inferiores aos do grupo controle,
logo, quatro animais apresentaram grau | (15,3%), oito animais grau Il (30,7%),
10 animais grau Il (38,4%), um animal grau IV (3,8%) e trés animais com grau
V (11,5%).

Os valores obtidos através da tromboelastometria foram utilizados para
comparacgao entre os resultados dos dois grupos em dois momentos, pré e pos
exercicio (Tabela3). No pré exercicio, tanto o grupo controle quanto o grupo
furosemida n&o apresentaram diferengas estatisticamente significativas para a
TEM. No momento pds exercicio, as variaveis estatisticamente significativas nos
trés testes realizados através da TEM foram tempo de coagulagdo aumentado
(CT), formagdo maxima do coagulo (MCF) e angulo alfa (A°a) nos testes inTEM
e exTEM, e A°a no fibTEM, mostraram-se diminuidos indicando a fragilidade do
coagulo (Tabela4).

O GC apresentou diferencas estatisticas na avaliagdo da
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tromboelasmetria da via intrinseca (inTEM) nas variaveis formagao maxima do
coagulo ( CFT) (p<0,001), angulo alfa (A°a) (p<0,001), A10 (p<0,001), A20
(p<0,001) e formagao maxima do coagulo (MCF) (p<0,001). Na avaliagao da via
extrinseca (exTEM) CFT (p<0,001), A°a (p<0,002), A10 (p<0,001), A20 (p<0,001),
MCF (p<0,001) e lise maxima (ML) (p<0,001) apresentaram alteracgoes,
enquanto a via fibrinolitica (fibTEM) A10 (p<0,016), A20 (p<0,008), MCF
(p<0,010) e LM (p<0,013).

O GF também indicou alteragdes importantes nos parametros da TEM.
Na via intrinseca (inTEM) nas variaveis tempo de coagulacdo aumentado (CT)
(p0,002), MCF (p<0,001), A°a (p<0,001), A10 (p<0,018), A20 (p<0,020) e MCF
(p0,001). Na via extrinseca (exTEM) A°a (p<0,002), A10 (p<0,001), A20
(p<0,002), MCF (p<0,001), enquanto a via fibrinolitica (fioTEM) apenas o A°a
(p<0,007) apresentou valor estatistico significativo.

Os valores obtidos para as variaveis de leucometria indicaram diferencas
estatisticas dentro de cada grupo. Assim, a contagem total de leucdcitos do GC
(p<0,001), e os valores dos diferencias tanto para neutrdéfilos (p<0,001) e
linfocitos foram estatisticamente diferentes. No GF contagem total de leucdcitos
(p<0,001) e o o numero de neutrdfilos (p<0,001) apresentaram diferengas
estatisticas. Os valores das médias de leucometria entre os grupos né&o
apresentaram difrengas estatisticamente significativas. Contudo, em 8 animais
do grupo controle e 10 do grupo furosemida, foi observado uma linfocitose no
momentos pds corrida.

Quanto aos valores do eritrograma, as variaveis hematdcrito, proteina
total sérica e hemacias apresentaram diferencas estatisticas entre os dois

grupos nos dois momentos avaliados, pré e pds exercicio (p<0,001). Quantos
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aos valores de hemacias (p<0,001) (tabela 5), hematécrito (p<0,001) (tabela 6),
proteina total sérica (p<0,001) (tabela7) e plaquetas (p<0,001) (tabela 8) do GC
todos indicam que estatiticamente existem diferengas dentro do grupo. Quanto
as mesmas variaveis, quando avaliadas no GF, hemacias (p<0,001), hematdcrito
(p<0,001) e proteina total sérica (p<0,001) apresentaram diferencga estatistica.

Nos testes de TP, TTPa e fibrinogénio pré exercicio, as principais
alteragdes visualizadas entre os dois grupos, mostraram-se significativas na
variavel TTPa (p=0,04). (Tabela 9). Enquando no momento pds exercicio, TP
(p<0,001) e fibrinogénio (p<0,001) obtiveram maior significAncia estatistica
quando os dois grupos foram comparados. (Tabela 10). Quando as mesmas
variaveis foram comparadas dentro dos GC e GF, nao obtiveram diferengas
estatisticas. Quando as mesmas variaveis foram comparadas dentro dos GC e
GF, nao obtiveram diferencgas estatisticas.

N&o houve diferenca estatistica em relacdo a contagem de
plaguetas entre e dentro dos dois grupos no momento pré exercicio. Foi
observado apés o exercicio, em todos os animais com HPIE, que o nimero de
plaquetas, foi menor quando comparado ao pré exercicio (p<0,001).

Os valores dos exames bioquimicos nao apresentaram diferenca
estatisitica entre os grupos no pré exercicio. Entretanto, pds exercicio, as
diferencas estatisticas foram observadas para ALT (p=0,03) e AST (p=0,01)
(tabela 12) e creatinina (0,026) respectivamente.

Quanto as avaliacbes realizadas para o lactato, os animais foram
avaliados em trés momentos: pré exercicio, imediatamente apds e trinta minutos
apos o exercicio. No momento pré exercicio, 0s grupos nao obtiveram alteracbes

estatisticas significativas (tabela 13). Nos momentos imediatamente (p 0,013) e
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pos 30 minutos de prova (p<0,001) houve diferencas estatisticas entre o grupo
controle e o grupo tratado. As coletas realizadas apos 30 minutos de corrida
evidenciaram uma diminuicdo nos valores seéricos de lactato. As diferencas
dentro de cada grupo também foram avaliadas indicando que estatisticamente o

lactato plasmatico variou nos trés momentos (p<0,001).
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9. DISCUSSAO

Todos os 26 cavalos que participaram deste experimento obtiveram graus
diferentes de hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio. Segundo Hinchcliff,
2007, a HPIE ocorre com alta frequéncia em cavalos atletas do turfe e a
severidade do quadro de sangramento pode ser um fator adicional ao
comprometimento fisiolégico e agravamento das lesdes dependendo da
frequéncia de provas que sao disputadas.

Embora duas principais formas de diagnéstico sejam utilizadas para
caracterizar a HPIE em equinos atletas, o uso da endoscopia de fibra ética
flexivel neste estudo permitiu caracterizar em 100% dos animais quadros de
sangramento imediamente apés a prova. As recomendacdes baseadas na
literatura inferem que a realizacdo do exame entre 30 a 90 minutos apos
exercicio, € capaz de identificar sangramento em até 75% dos animais
(SWEENEY & REILLY, 2001).

Mesmo que o uso de furosemida ndo tenha sua comprovacao de eficacia,
os resultados obtidos nesse estudo apontam que no grupo de animais que fez
uso de diurético até quatro horas do inicio da corrida, em sua maioria,
apresentaram quadros mais brandos de sangramento. Dos 26 animais que
participaram desse estudo, no grupo furosemida, 11 animais (42%)
apresentaram sangramento grau lll e grau IV, enquanto no grupo controle, 19
animais (80%) apresentaram 0S mesmos escores de sangramento. Até o
momento, apesar da discrepancia entre os paises da permissao ou nao do uso
de farmacos nos animais antes de competicéo, a furosemida € o farmaco mais
utilizado para prevenir HPIE e retardar a progressdo das lesdes pulmonares

(HINCHCLIFF, 2009).
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Em um estudo recente, a eficacia da furosemida foi discutida e entre os
principais conflitos que giram a cerca da problematica, os autores citam falhas
de metodologia, erros em numero amostral e problemas com analises
estatisticas (SULLIVAN & HINCHCLIFF, 2015). Além dos problemas que
envolvem o delineamento experimental, outros estudos informam que na
Ameérica do Norte, por exemplo, o uso da medicacéo atinge 92% dos cavalos PSI
corredores do turfe, fomentando um gasto de aproximadamente 400 mil
doses/ano (HINCHCLIFF, 2005).

Os resultados da através da TEM, indicaram que nao houve diferenca
estatistica entre os grupos controle e furosemida no momento pré corrida. Isso
pode ser justicado uma vez que os abalos sofridos pelo inicio do treinamento ja
estdo amenizados nesta etapa tendo em vista que os animais desse estudo
estdo na carreira atlética ha pelo menos um ano. Assim, os danos iniciais
causados pelos programas de treinamento, que consistem na fase de
adaptacdo, ndo sdo mais visualizados nessa etapa da carreira atlética. As
principais alteracdes verificadas nas reacdes mediadas pelo inTEM, exTEm e
fibTEM demonstram o envolvimento das vias intrinseca, extrinseca e fibrinolise
nos dois grupos apds o exercicio. O prolongamento do tempo de coagulacao
(CT) tanto em exTEM como em inTEM, sugeriu um quadro de anticoagulacao,
provavelmente relacionado a baixa interacdo entre dos fatores de coagulacao
durante o processamento das amostras pos corrida. As outras duas variaveis
que sofreram alteracdes foram, a firmeza maxima do coagulo (MCF), que
apresentou um encurtamento que pode estar relacionado a uma deficiéncia no
substrato de coagulacdo que pode estar relacionada ao fibrinogénio e /ou

plaquetas, e o angulo a (A°a), que por sua vez caracterizou o quadro de
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hipocoagulabilidade. Os resultados obtidos nesse estudo séo diferentes
daqueles encontrados por Giordano et al., 2010, que a partir da avaliacao de
cavalos com HPIE demonstrou a possibilidade dos mesmos apresentarem
quadros de hipercoaculacéo pré e pos corrida. Os autores citam ainda que o0s
resultados do estudo ndo permitem entender quais sdo as causas ou
mecanismos envolvidos no quadro de hipercoagulabilidade, uma vez que
diferencas nos testes de TP e TTPa nao foram verificados e os animais nao
apresentenvam hiperfibrinogenemia na avaliacdo pré corrida.

Os resultados obtidos para o tempo de protrombina (TP - via extrinseca),
foram estatisticamente significativos nesse trabalho e estdo de acordo com
agueles apresentados pelo CT das analises da TEM. Contudo, Johnstone et al.,
(1991), afirmam que em cavalos com HPIE, a hemostasia pode ser ativada
mesmo que os valores de TP e TTPa estejam normais para a espécie. Tais
testes, dependem de inimeros fatores que néo substituem a especeficidade da
avaliacdo pela tem TEM. Ainda sobre os testes convencionais, segundo
Paltrinieri et al., (2008), cavalos de corrida quando comparados a outras
espécies, apresentam valores de TP diminuido, TTPa e fibrinogénio
aumentados, bem como aumento na atividade dos fatores I, Il, V, e X. Esses
resultados corroboram também com os encontrados nesse estudo para o0s
valores de fibrinogénio pés corrida. Durante a realizacdo dos testes de
coagulacéao, a atividade fibrinolitica pos exercicio apresentou-se superior apos a
corrida.

Todos os resultados obtidos nesse estudo atraves de refratbmetria para o

fibrinogénio estiveram dentro dos valores de referéncia nos momentos pré e pés
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prova (100-400 mg/dL). Logo, foi possivel compreender que todos os animais ja
estavam adaptados ao treinamento.

O Fb apresenta um papel funcional muito importante na fase inicial do
treinamento em cavalos atletas, e esta intimamente relacionado a intensidade de
carga que o exercicio demanda, tipo de pista, duracdo e percurso da prova
(BHATTI &SHAIKH, 2007; FAZIO et al,. 2015). Assim, suas concetracfes
aumentaram moderadamente frente ao estimulo inflamatério causado pelo
exercicio (HULTEN et al.,2002).

Durante o periodo de treinamento, conhecido também como fase de
adaptacao, as niveis de Fb aumentados em virtude da modulacdo da resposta
inflamatoria. Os resultados do fibrinogénio obtidos através de coagulometria
apontaram diferencas entre os valores no pré e p0s exercicio. Mesmo que 0s
valores de coagulometria para o fibrinogénio ndo possuam valores de referéncia,
foi possivel observar que os animais deste estudo apresentaram uma reducao
apos o final da corrida.

Nesse estudo evidenciamos que 0s animais pos corrida apresentaram
uma reducao no namero de plaquetas. Uma das principais justicativas para tal
reducao, tendo em vista que todos os animais deste trabalho sangraram apés o
exercicio, € que tenha ocorrido um consumo localizado no foco da HPIE nos
pulmdes, através de uma extensa leséo vascular.

Os resultados encontrados no momento pos corrida por Giordanos et al.,
(2010), apresentaram resultados diferentes em relagdo as  plaquetas,
registrando um aumento apos o exercicio, muito provavelmente demarcado pela
contracao esplénica que contribui na libercéo de plaquetas para o pool marginal

Levando em consideracdo a informacdo do aumento na disponibilizacdo de
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plaquetas pela contracdo esplénica, € possivel admitir que a dimenséo da area
de HPIE concentrada nos pulmdes desses animais € extremamente grande
tendo em vista que o consumo foi tdo grande capaz de evidenciar
trombocitopenia apos a prova. Segundo Johnstone el al., (1991), as plaquetas
assumem a primeira linha de defesa quando um dano vascular é estabelecido.
As plaquetas séo os principais mediadores celulares da hemostasia e, quando
ativadas em resposta a um dano vascular iniciam a producdo de trombina, que
ativa o fibrinogénio, que polimeriza para formar a malha de fibrina e bloquear o
sangramento (NORRIS et al., 2007).

Os resultados obtidos a partir da hematimetria apontam o aumento no
namero de hemacias e hematocrito apds a prova, confirmando que a capacidade
de hemoconcentragcdo moderada é mediada pela intensidade do exercicio. Os
aumentos verificados nessas variaveis acontecem através da contracao
esplénica, a partir da acdo das catecolaminas. A reinsercdo de hemacias na
corrente sanguinea, e assume um papel importante na biodisponibilizacdo de
oxigénio para para os tecidos em hipoxemia (MANOHAR et al., 2001). Os valores
de hematdcrito (Ht) em que cavalos PSI em repouso estdo entre 32 e 48%, e
durante o exercicio pode atingir aproximadamente 61% ou mais (EVANS, 2000).

As proteinas totais séricas (PTS) podem ter se comportado de maneira
diferente uma vez que no grupo furosemida, sua concentracao foi elevada nos
dois momentos. Assim, esse aumento reflete a compensacao de fluidos dos
vasos até os tecidos tornando o plasma ainda mais viscoso (TYLER-McGOWAN,
1999). O medicamento aumenta a excrecao de potassio no tubulo distal e a
perda de eletrélitos transporta a agua livre para o interior dos tubulos

aumentando o volume de urina (WATSON, 2011).
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Entretanto, o aumento na concentracdo de PTS durante o exercicio de
alta intensidade ocorreu também também no grupo controle. Outras alteracdes
bioquimicas que podem ocorrer apdés a prova e estdo relacionadas
principalmente a perda de eletrélitos através do suor. A fase que compreende o
deslocamento ou perda de fluidos pode estar relacionada com a duracdo e
intensidade do exercicio, por isso essa fase é reestabelecida em até 30 minutos
depois da prova. O dimensionamento da perda de fluidos através da sudorese
em equinos é reduzida e capaz de representar em quilos, uma perda de
aproximadamente, 5 a 10 kg de peso corporal depois de uma corrida (KOWAL
et al., 2006). De acordo com Hinchcliff & Muir (1991), a ligacdo do medicamento
ao tubulo distal pode ser influenciada fisiologicamente por diversos eventos
como como secrecdo de acidos organicos, fluxo sanguineo renal e a
concentracdo de proteinas plasmaticas e sua ligagdo com o farmaco.

Os resultados obtidos para as variaveis de leucometria ndo foram
estatisticamente significativos. Contudo, 18 animais, de ambos 0s grupos,
apresentaram uma linfocitose no momento pds corrida. A intensidade do
exercicio, pode também aumentar de 10 a 30% os perfis celulares no pés
exercicio, e servir como indicador de estresse de treinamento em cavalos de
corridas (TYLER-McGOWAN, 1999). A linfocitose verificada apés o exercicio,
pode ser explicada atraves da liberacdo de leucocitos sequestrados pelo baco e
provenientes do pool marginal. Assim, ocorre uma linfocitose transitéria, que se
estabiliza apos algumas horas apds a realizacdo do exercicio, assim como a
diminuicdo da relagdo neutrdfilos/linfocitos (KOWAL et al., 2006).

As alteracOes visualizadas nas avaliacbes bioquimicas em creatinina,

ALT, AST e creatinina significativas nesse estudo no pés exercicio podem estar
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relacionadas ao condionamento fisico desses animais. As alteracbes na
creatinina foram sugeridas por Valberg et al., (1993), e podem estar relacionadas
primeiramente a hemoconcentracao, hiperhidrose e sintese muscular, também
sofrida em decorréncia do exercicio agudo. Mesmo que a alteracao tenha sido
relatada em nossos resultados, todos os valores estdo dentro daqueles de
referéncia para a espécie.

O aumento de AST referido nos momento pds corrida, nao
necessariamente estad relacionado com a lesdo de fibras musculares ou
especificamente midcitos. Essa elevacdo pode sugerir um aumento na
permeabilidade da célula ou ainda em caso de lesdes de ultraestrutura durante
0 exercicio, um aumento marcante nas concentracdes da enzima pode ser
visualizado (SANTOS et al., 2002). O envolvimento da AST e GGT nesse estudo
infere que mesmo com diferencas estatisticas significativas, todos os resultados
obtidos estiveram dentro dos valores de referéncia.

As dosagens de lactato plasmatico, utilizadas nesse estudo,
apresentaram elevacfes significativas em dois momentos, imediatamente e 30
minutos apos a prova, indicando que o esforco ao qual os animais foram
submetidos nessa fase, foi mais intenso. Os resultados apresentados por
ANDREWS et al., (1995), demonstraram que ocorre uma elevada taxa de
metabolismo anaerdbico para suprir as demandas energéticas durante o
exercicio, o que consequentemente gera um acumulo de lactato e acidose
metabdlica. Outro fator que deve ser levado em consideracdo além da
intensidade do exercicio e condicionamento, é o aumento nos valores das
amostras obtidas a partir do plasma e néo de sangue total. Os mesmo resultados

foram relatados por KOWAL et al., (2006), onde o aumento da concentracéo de
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lactato indicou maior utilizacdo do metabolismo anaerdbico para producéao de
energia, com as maiores concentracbes imediatamente apds o término do
exercicio para a maioria dos animais. O autor relatou que em 5-10 minutos a
concentracdo de lactato comecou a apresentar reducéo de seus valores, sendo
qgue a reducdo mais acentuada da concentracéo de lactato foi observada em 15-
20 minutos apos o término do exercicio. Apos duas horas os niveis de lactato no

plasma se encontraram bem préximos dos valores basais.
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10. CONSIDERAGCOES FINAIS
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10. Considerac0es finais

Os resultados do presente estudo demostraram que cavalos com quadros
de HPIE apresentam evidéncias de risco hemorragico caracterizado por
alteracdes no sistema hemostatico apos a prova.

A tromboelastometria se mostrou como uma importante ferramenta capaz
de detectar evidéncias de hipocoagulabilidade bem como hiperfibrinélise nesta
espécie.

A reducédo no numero de plaquetas verificado apos a prova, bem como o
envolvimento das vias intrinseca, extrinseca e fibrinolitica da cascata da
coagulacéo participam das tendéncias hemorragicas apresentadas por cavalos
com HPIE.

Os resultados desse estudo fornecem informagdes adicionais e Uteis para
a para a compreensao da HPIE. Mesmo que a utilizacdo de exames que avaliem
de maneira mais fidedigna a hemostasia nesses animais ainda seja um grande
desafio, a investigacdo acurada do envolvimento dos quadros de
hipocoagulabilidade ainda necessitam ser investigados, uma vez que a principal

importancia clinica, o sangramento, ndo esta claro.
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A new profile of coagulation in Thorougbred horses with EIPH:

hypocoagulation and hyperfibrinolysis

M.O. WILMSEN®, P. C. MAGALHAES?, T.R.M. CARVALHO?, M. FILHO?, J.B.V.
INGLEZ3, L. BARBOSA®*, R.K. TAKAHIRA .

BACKGROUND:

In order to monitor abnormalities in the hemostatic system of running horses with
cases of exercise-induced pulmonary hemorrhage, was employed the use of
thromboelastrometry (ROTEM® Delta) in front of the acute and strenuous
exercise.

OBJECTIVES:

The objective of this study was to investigate the presence of disturbs in the
hemostatic system of English Pure Breed horses, submitted to two types of
different protocols of treatment (with and without diuretic), and verify the main
alterations in the analysis from TEM.

METHODS:

To carry out the samples, it was utilized the ROTEM® Delta equipment
(Pentapharm GmbH, Munich, Germany), in 26 total citrate blood samples in two
periods, before and after exercise, being the samples processed immediately

after its collect. The same animals were submitted twice to the protocol of
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strenuous exercise, and divided in two groups, being control characterized by
animals without use of prophylactic medication for EIPH and group treated using
0,5mg/kd/IV of furosemide (Diurax® — Agener Unido Saude animal — Brasil). All
animals went through endoscopic exam of the respiratory tract before and after
race, to diagnose cases of EIPH. The blood samples were collected randomly

from right and/ or left jugular veins.

RESULTS:

The animals presented variations seen through TEM in the moment post
exercise. The main alterations happened in three tests InTEM, exTEM
andfibTEM, being them, alterations in the variables increased coagulation time

(CT), maximum formation of clot (MCF) and alfa angle (A°a).

CONCLUSIONS:

ROTEM was able to provide additional and helpful informations for the
comprehension of EIPH. The thromboelastrometry showed as na importante tool
capable of detecting evidences of hipocoagulability as well hyperfibrinolysis in

this species.

KEYWORDS: Hipocoagulability, Hyperfibrinolysis, Hemostasis, Racehorses,
Bleeding horses,Furosemide.
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INTRODUCTION

The occurrence of exercise-induced pulmonary hemorrhage is an
important clinical cause of bleeding in horses that perform strenuous physical
activity both during and after exercise throughout the world ['234l_1t is not known
if the degree of EIPH progressively increases with time °l, however, in the long
term, the pneumopathies lead to the chronic remodeling of the bronchial walls
and extend throughout the lung parenchyma, resulting in the formation of areas
of fibrosis.

Concomitant to the vascular lesion that occurs in the alveolar endothelium,
there is an immediate activation of the hemostatic system through the
transudation of plasmatic proteins into the intra-alveolar space where the
interaction between platelets and coagulation factors has as main objective the
formation of fibrin for primary correction of the occlusion as well as the
membranous defect [2°1.

The vascular remodeling process is favored by procoagulant and
fibrinolytic conditions, which are responsible for physiologically correcting fibrin
deposits in the intra-alveolar space. However, it is known that the persistent and
persistent activation of haemostatic mechanisms is able to favor fibrin deposition
and the formation of fibrosis potentially compromising the establishment of other
in fl ammatory conditions (28],

Excessive fibrin deposition may also favor the migration of inflammatory
cells as well as fibroblast adhesion and proliferation at the focus of the lesion,
thus favoring the reduction of intravascular space by exacerbated collagen
production 271, Although fibrinolysis has been more carefully studied in horses

with colic and arthritis 12829 it has been a neglected component of the study of
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sports animals, serve as an important tool in elucidating pathological
mechanisms that surround the lungs of athletic horses.

In human medicine, a hypothesis has been strongly worked out in the
sense that respiratory diseases, which damage the alveolar membrane, are
mainly responsible for the imbalance between coagulation mechanisms and
fibrinolysis 3%, It is also known that in humans, the acute stress generated in the
hemostatic system triggers the activation of coagulation, activation of fibrinolysis
and an increase in the number and activity of platelets [,

The use of thromboelastometry (TEM) amplifies a new hemostasis
evaluation profile. Thus, it is possible to obtain a comprehensive evaluation of the
hemostatic system through the interaction of cellular components with each other
and the use of specific reagents that favor an overall evaluation of the three main
pathways of the coagulation cascade, intrinsic, extrinsic and fibrinolytic, through
a technique The technique was validated for monitoring in horses [ and other
species, but few studies have been carried out to date demonstrating profiles of
hypocoagulation and hyperfibrinolysis in athletic horses.

In order to contribute to the issues involving HPIE, the objective of this
study was to investigate the presence of disorders in the hemostatic system of
Thoroughbred horses submitted to two different treatment protocols (with and

without diuretic), and to verify the main changes in the analyzes from TEM.

MATERIAL AND METHODS
Document of ethics in animal experimentation
The study was approved by the Animal Ethics Committee (CEUA) of the

Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Campus Botucatu, under



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

124

protocol 171/2014. The owners were informed in advance about the experimental
protocol and from this they gave their written consent for the animals to be
included in the study.

a. Admission of animals:

All animals included in this study were admitted as residents of the
Brazilian Jockey Club (JCB) of the state of Rio de Janeiro in full exercise of their
athletic activities. Thus, 26 Thoroughbred equine horses, aged between three
and five years, females, castrated males and stallions that ran distances between
1,000 and 1,800 meters were evaluated before and after exercise.

During the experimental period, 26 horses were selected, composing two
experimental groups, group C (control group - free of medication use) and GF
(furosemide group - using furosemide). The animals were their own controls and
ran in two moments within each group, pre and post exercise. Horses that ran
through GF received a dose of furosemide (0.5 mg / kg) intravenously four hours
prior to the test. The animals were evaluated at two moments, MO: 30 minutes
before exercise and M1: immediately after exercise.

b. Criteria for inclusion of the study
To compose the experimental group, all animals needed
compulsory prior history of exercise-induced pulmonary hemorrhage, and after
performing the match, all bleeding scores were confirmed by
tracheobronchoscopy. For the animals that obtained the bleeding score =3, the
trainer was advised to nebulize with saline solution twice a day. Exclusion criteria

used at all stages of the experimental period were changes in clinical and

laboratory screening, administration of non-estrogenic anti-inflammatory drugs,
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corticosteroids or antinbiotic therapy or any medication other than furosemide
and PCR tests positive for Anaplasma sp. Babesia sp. and Ehrlichia sp.
c. Laboratory analysis:

The Blood samples were drawn from the right and / or left jugular veins
randomly. However, blood collection from the jugular vein was used to collect
blood in the post-exercise period, contrary to that used in the pre-exercise period,
in order to avoid changes in hemostasis samples results. In citrate tubes, 4.2mL
of blood were collected for the thromboelastometric tests (ROTEM - Delta ®), in
tubes containing EDTA, approximately 2mL of blood, to evaluate the leukocyte,
erythrocyte and platelet series and serum biochemistry for function evaluation
renal and hepatic disorders. The globular volume was determined by the
microhematocrit technique and plasma total protein levels were determined by
refractometry.

d. Clinical analysis:

The evaluation was performed based on the Pascoe methodology [11]. All
animals were restrained by physical methods for later introduction by the ventral
nasal meatus of the right or left nostril, randomly. Anatomical structures were
analyzed from the nasal meatus to the bronchial bifurcation. The semi-
quantitative evaluation for the presence of blood was performed through the
existing HPIE score, which takes into consideration the degree of bleeding | and

V.

STATISTICAL ANALYSIS
The results were submitted to statistical analysis through the t (paired) test

for dependent samples. When the normality or homogeneity of the varinance
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samples failed, the nonparametric Wilcoxon test was used. In both tests, the level
of significance was 5% (p = 0.05). The statistical program used for analysis was
SigmaStat.

RESULTS

The animals were their own controls and there was a significant difference
between the degrees of bleeding (p <0,001) of GC and GF (table 1). The animals
in the control group showed degrees of bleeding = 2. Thus, three animals
presented score Il (11,5%), 13 animals score Il (50%), eight animals the score
IV (30,8%) and two animals presented the maximum degree of bleeding (V) with
epistaxis manifestation (7,7%). When treated with furosemide, the degrees of
bleeding were lower than those of the control group, thus, four animals had score
| (15,3%), eight score Il animals (30,7%), 10 score lll animals (38,4% ), one
animal score 1V (3,8%) and three animals with score V (11,5%).

When the comparison within each group was performed for the TEM
variable, changes in inTEM, exTEM and fibTEM presented significant differences.

The GC presented statistical differences in the assessment of intrinsic
thromboelasticity (inTEM) in the variables clot formation (CT) (P <0,001), a angle
(P <0,001), A10 (p <0,001), A20 (p <0,001) and maximal clot formation (MCF) (p
<0.001). In the evaluation of the extrinsic pathway (exTEM) CFT (p <0,001), a
angle (p <0,02), A10 (p <0,001), A20 (p <0,001), MCF (p <0,001) and maximal
lysis (p <0,001) presented changes, while the fibrinolytic pathway (fibTEM) A10
(p <0,016), A20 (p <0,008), MCF (p <0.010) and LM (p <0,013) presented
significant statistical values. The GF also indicated significant changes in TEM
parameters CT: p<0,002, CFT: p <0,001, a angle: p <0,001, A10: p <0,018, A20:
p <0,020 and MCF: p <0,001 in the intrinsic (inTEM) pathway. In the extrinsic

pathway (exTEM) a angle (p <0,001), A10 (p<0,001), A20 (p <0,002), MCF (p
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<0,001), while the fibrinolytic pathway (fibTEM) a angle(p<0,007) presented a
statistically significant value (table2).

At the post-exercise moment, the variables statistically significant in the
three tests performed, inTEM, exTEM and fibTEM were observed. Therefore,
increased coagulation time (CT), maximum clot formation (MCF) and a angle (A°
a), were shown to be decreased indicating clot fragility (Table 3). The platelet
count was performed at both times to complete the TEM information.

However, there was no statistical difference in relation to the platelet count
in the two groups at the pre-exercise moment. However, post-exercise, in all
animals the number of platelets was lower (p <0.001) when compared to pre-
exercise (table 7).

The values obtained for the leukometric variables indicated statistical
differences within each group. Thus, the total leukocyte count of the GC (p
<0,001), and the values of the differences for both neutrophils (p <0,001) and
lymphocytes were statistically different. In the GF total leukocyte count (p <0,001)
and the number of neutrophils (p <0.001) presented statistical differences.

About hematocrit values (p <0,001), serum total protein (p <0,001), and
platelet counts (p <0,001) were all statistically significant within the group.
Regarding the same variables, when evaluated in GF, red blood cells (p <0,001),
hematocrit (p <0,001) and total serum protein (p <0,001) presented statistical
difference. However, the values obtained through TEM for comparison between
the two groups did not obtain statistical differences at the pre turf.

Complementary to TEM, tests were performed for classics of
coagulometry such as prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin

time (PTPa) and fibrinogen (fib). Even though the results were statistically
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significant between the groups, both are within the reference values for the

species. (Table 8 and 9). When the same variables were compared within the GC

and GF, they did not obtain statistical differences.

The values of hematocrit, total serum protein (TSP) and red blood cells

were statistically different between the two groups at the two moments evaluated

(p <0.001).

Table 1 - Distribution of medians and percentiles 25 and 75% of the degree of

bleeding before and after exercise racehorses with untreated (control) or treated

with furosemide (n = 26).

TREATMENT PRE POST p-value
Control 0,0 [0-0] 3,0 [3-4] <0,01
Furosemide 0,0 [0-0] 3,0 [2-3] <0,01

Wilcoxon Test. p<0,05: statistical difference.
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Table 2. Distribution of mean and standard deviation of thromboelastometry (TEM) variables into the groups C and F pre and post

exercise in Thorougbred horses with EIPH (n=26).

ROTEM GC GF p-Value
inTEM Pre Post Pre Post GC GF
CFT (s) 148,8+32,0 206,5+67,2 147,1+59,2 216,4485,5 p<0,001 p<0,001
A°a 64,615,3 57,3+7,5 66,0+7,4 56,9+7,3 p<0,001 p<0,001
MCF (mm) 42,1157 35,416,1 42,0+8,1 34,9181 p<0,001 p<0,001
A10 40,2+5,5 31,74 4 - - p<0,001 -

A20 41,545,6 34,746,3 42,5+9,3 36,4+9,4 p<0,001 p=0,02
exTEM Pre Post Pre Post GC GF
CFT (s) 138,5+21,6 180,3+44,1 164,1+58,8 199,4+58,9 p<0,001 NS
A°a 63,717,6 57,0+11,8 65,916,8 57,0+8,4 p=0,02 p<0,001
MCF (mm) 48,8+10,6 47,8+11,9 53,2+11,0 38,0+8,1 p<0,001 p<0,001
fibTEM Pre Post Pre Post GC GF
A°a 57,3+26,4 48,1+8,3 55,116,7 29,3+35,3 p<0,001 p=0,007
A10 13,245,9 10,014 ,4 14,3154 12,116,6 p=0,016 NS

t-Test: p<0,05% statistical difference. inTEM®: Contact activator. exTEM®: Tissue factor activator. fibTEM®: Activated tissue factor

(exTEM®) + cytochalasin. CT: coagulation time. CFT: Clot formation time. A° a: Angle a; MCF: Maximum clot firmness. ML: Lise

maxima. Test t: p<0,05: statistical difference. * p<0,05; ** p <0.001. NS: not significant.
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Table 3. Distribution of mean and standard deviation of thromboelastometry (TEM) variables into the groups C and F pre and post

exercise in Thorougbred horses with EIPH (n=26).

ROTEM GC GF p-Value
inTEM Pre Post Pre Post Pre Post
CT 276,4+49,1 223,1+33,4 249,1+37,9 229,5+31,9 NS NS
CFT (s) 148,8+32,0 155,444 1 147,1459,2 199,4158,9 NS NS
MCF (mm) 42,1157 35,4+0,9 42,0+8,1 34,9+0,8 0,03 NS
A10 40,2+5,5 31,74 4 40,1£7,9 35,1111 NS NS
A20 41,545,6 34,746,3 42,5+9,3 36,4+9,4 NS NS
exTEM Pre Post Pre Post Pre Post
CT 66,3+11,6 67,2+25,2 64,5+18,4 75,5+23,9 NS p=0,03
A°a 63,717,6 57,949,8 65,916,8 57,0+8,4 NS p=0,01
MCF (mm) 48,815,9 37,846,9 53,2+11,0 38,0+8,1 NS NS
A10 66,16,7 35,146,6 43,516,7 36,0+6,0 p<0,001 NS
A20 48,316,1 37,516,7 46,9+7,3 38,016,4 NS NS
fibTEM Pre Post Pre Post GC GF
A10 13,245,9 10,014 ,4 14,3154 12,116,6 NS NS
A20 13,616,3 13,616,3 14,615,5 14,615,5 NS NS

Paired t-Test. NS: not significant.
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DISCUSSION

All 26 horses that participated in this experiment had different degrees of
exercise-induced pulmonary hemorrhage. The occurrence of HPIE cases is high
frequency and the condition is one of the most important clinical causes of
bleeding in horses that perform strenuous physical activity during and after
exercise throughout the world [1.2:3:45],

Although two main diagnostic approaches are used to characterize HPIE
in equine athletes, the use of flexible fiber optic endoscopy in this study allowed
the characterization of bleeding frames immediately after the test in 100% of the
animals. Two types of diagnoses are used to identify bleeding, bronchoalveolar
lavage, and endoscopy. However, the endoscopy technique is faster and does
not require the use of anesthetic drugs, which may be a complicating factor for
those animals submitted to the anti-Dopping examination after the end of each
match [12]. In the two-hour post-training period with bronchoscopy, it is possible
to identify bleeding in about 43 to 75% of Purebred horses, and if repeated, the
sample may increase to 85% ['3l. Even though the use of furosemide does not
have its efficacy, the results obtained in this study indicate that in the group of
animals that used diuretics up to four hours before the race, the majority of the
patients presented milder bleeding. Of the 26 animals that participated in this
study, 11 animals (42%) presented grade Ill and grade IV bleeding in the
furosemide group, whereas in the control group, 19 animals (80%) had the same
bleeding scores. To date, despite the discrepancy between countries whether or
not to allow the use of drugs in animals prior to competition, furosemide is the
drug most commonly used to prevent HPIE and to delay the progression of lung

injury [14.13.18]
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In a recent study, the efficacy of furosemide was discussed and among the
main conflicts surrounding the problem, the authors cite that methodological
failures, errors in sample number and problems with statistical analyzes [°l. In
addition to the problems involved in the experimental design, other studies report
that in North America, for example, the use of the medication affects 92% of the
PSI horses in the turf corridors, promoting an expenditure of approximately
400,000 doses / year [,

The results obtained from TEM, indicated that there was no statistical
difference between and within the GC and GF groups at the pre-evaluation time.
This can be justified since all the animals entered in this study have been in the
athletic race for at least one year. Initial damage to the hemostatic system in the
adaptation phase is no longer visualized at this stage of the athletic career.

The main changes were mediated through iInTEM, exTEm and fibTEM,
demonstrating the involvement of the intrinsic, extrinsic and fibrinolytic pathways
in the two groups after exercise. The prolongation of coagulation time (CT) in both
exTEM and inTEM suggested an anticoagulation scenario, probably related to
the low interaction between coagulation factors during post-run sample
processing. The other two variables that underwent changes were the maximum
clot firmness (MCF), which presented a shortening that may be related to a
clotting substrate deficiency that may be related to fibrinogen and / or platelets,
and the angle a (A ° a), which in turn characterized the hypocoagulability. The
results obtained in this study are different from those found by [7] which from the
evaluation of horses with HPIE demonstrated the possibility of presenting pre and
post race hypercoagulation. The authors also point out that the results of the

study do not allow to understand the causes or mechanisms involved in
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hypercoagulability, since differences in PT and PTT tests were not verified and
the animals did not present hyperfibrinogenemia in the pre turf evaluation.

The results obtained for the prothrombin time (PT - extrinsic pathway) were
statistically significant in this study and are in agreement with those presented by
the CT of the TEM analyzes. In a study investigating hemostasis in horses with
EIPH, some results pointed out that it could be activated even though the values
of TP and TTPa are normal for the species 1¢l. Such tests depend on numerous
factors that do not replace the specificity of the TEM assessment. Also on the
conventional tests, some racehorses, when compared to other species, have
augmented PT values, increased aPTT and fibrinogen, as well as the activity of
factors I, 11, V, and X 7], These results also corroborate with those found in this
study for the values of fibrinogen post turf. During the coagulation tests, post-
exercise fibrinolytic activity was superior pre pareo.

All pre and post exercise fibrinogen results obtained by refractometry were
within the reference values (100-400 mg / dL), proving that all the animals were
already adapted to the training. Fb has an important behavior in the initial phase
of training in athletic horses, and is closely related to the intensity of the load
demanded by the exercise, type of track, duration and course of the test [18],

In this study, it was evidenced that the post race animals had a reduction
in the number of platelets. One of the main justifications for such a reduction is
that consumption has occurred in the focus of EIPH in the lungs, through an
extensive vascular injury. The results found at the time after the race, presented
different results in relation to the platelets, registering an increase after the
exercise [’l. The Platelets take the first line of defense when vascular damage is

established 18], The Platelets are the main cellular mediators of hemostasis and,
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when activated in response to vascular damage, thrombin is initiated, which
activates fibrinogen, which polymerizes to form the fibrin mesh and blocks
bleeding 119,

The results obtained from the hematimetry indicate the increase in the
number of red blood cells and hematocrit after the test, confirming that the
capacity of moderate hemoconcentration that is mediated by the intensity of the
exercise. The increases observed in these variables occur through splenic
contraction, from the action of catecholamines. The reinsertion of red blood cells
in the bloodstream plays an important role in the bioavailability of oxygen to
tissues in hypoxemia 2%, Hematocrit values in which resting Thorougbreds are
between 32 and 48%, and during exercise may reach approximately 61% or more
[21]_

The Total plasma protein (PPT) in the furosemide group were higher than the
reference values. This increase can be explained because the compensation of
fluid from the vessels to the tissues makes the plasma more viscous 2. The drug
increases the excretion of potassium in the distal tubule and the loss of
electrolytes conveys the free water to the interior of the tubules increasing the
urine volume 23, However, the increase in concentration during high intensity
exercise may also occur in the control group. Other biochemical changes that
may occur after the test are mainly related to the loss of electrolytes through
sweat. The phase comprising the displacement or loss of fluids may be related to
the duration and intensity of the exercise, so this phase is reestablished within 30
minutes after the test. Sizing of fluid loss through sweating in horses is reduced
and able to represent in kilograms a loss of approximately 5 to 10 kg of body

weight after a run [24. The binding of the drug to the distal tubule can be influenced
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physiologically by several events such as secretion of organic acids, renal blood

flow and plasma protein concentration and its binding to the drug 4,

CONCLUSIONS

The results of this study provide additional and useful information for
understanding the EIPH. Thromboelastigraphy proved to be an important tool
capable of detecting evidence of hypocoagulability as well as hyperfibrinolysis in
this specie. The reduction in the number of platelets verified after the test, as well
as the involvement of the intrinsic, extrinsic and fibrinolytic pathways of the
hemostatic system participate in the hemorrhagic tendencies presented by EIPH
in Thoroughbreds race horses. Further studies are needed to contribute to the
accurate investigation of the involvement of the hypocoagulability, in order to
understand if this condition can serve as a predisposing factor to the condition of

the HPIE.

REFERENCES

1) COOK, W. R. Epistaxis in the race horses. Equine Veterinary Journal,
v.6, p.45-48, 1974.

2) BIRKS, E.K., DURANDO, M.M., McBRIDE, S. Exercise-induced
pulmonary haemorrhage. The Veterinary Clinics Equine, v.19, n.1, p.87-
100. 2003.

3) HINCHCLIFF, KW.; JACKSON, M.A.; MORLEY, P.S.; BROWN, J.A;
DREDGE, A.E.; OCALLAGHAN, P.A.; McCAFFREY, J.P.; SLOCOMBE,
R.E.; CLARKE, A.E. Association between exercise-induced pulmonary
hemorrhage and performance in Thoroughbred racehorses. Journal of
the American Veterinary Medical Association, v. 227, n. 5, p. 768-774,
2005.

4) LANGDOREF, J.L., THOMSON, P.C., KNIGHT, P.K. Epistaxis in racehorses:



340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373

136

risk factors and effects on career. Australian Veterinary Journal, v.91,
n.13, p. 198-203. 2013.

5) SULLIVAN, S., HINCHCLIFF, K. Update on exercise-induced pulmonary
haemorrhage. Veterinary Clinics of North America: Equine Practice,
v.31, n.1, p.187-198. 2015(a).

6) BROOKS, A.C.; GUILLAUMIN, J.; COOPER, E.S.; COUTO, C.G. Effects
of hematocrit and red blood cell-independent viscosity on canine
thromboelastographic tracings. Transfusion, v.54, n.3, p.727-734. 2014.

7) GIORDANO, A., MEAZZA, C., SALVADORI, M., PALTRINIERI.
Thromboelastometric profiles of horses affected by exercise-induced
pulmonary haemorrhages. Veterinary Medicine International, v.30, n.2,
p.1-6. 2010.

8) KOL, A., BORJESSON, D.L. Application of
thrombelastography/thromboelastometry to veterinary
medicine. Veterinary Clinical Pathology, v.39, n.4, p.405-416. 2010.

9) PICCIONE, G., FAZIO, F., GIUDICE, E. Nycthemeral change of some
haematological parameters in horses. Journal of Applied Biomedicine,
v.3, n.2, p.123— 128. 2005.

10) HANEL, R.M,; CHAN, D.L; CONNER,B.; GAUTHIER,
V.;HOLOWAYCHUK, M.; ISTVAN, S.; WALKER, J.M.; WOOD, D,
GOGGS, R.; WIINBERG, B. Systematic evaluation of evidence on
veterinary viscoelastic testing Part 4: Definitions and data reporting.
Journal of Veterinary Emergency and Critical Care, v.24,n.1, p. 47-56,
2014.

11) PASCOE,J.R. FERRARO,GL, CANNON, J.H., ARTHUR, R.M., WHEAT,
J.D. Exercise-induced pulmonary hemorrhage in racing thoroughbreds: a
preliminary study. American Journal Veterinary Research, v. 42, v.5, p.
703-707. 1981.

12) DERKSEN, F.J., WILLIAMS, K.J., STACK, A. Exercise Pulmonary,
Hemorrhage in horses: the role of pulmonary veins. Compendium
Continuing Education for Veterinarians. 2011.

13)HINCHCLIFF, K.W., MORLEY, P.S., GUTHRIE, A.J. Efficacy of furosemide
for prevention of exercise-induced pulmonary hemorrhage in

Thoroughbred racehorses. Journal of American Veterinary Medicine


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7258791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7258791

374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407

137

Association, v.235, n. , p. 76-82. 20009.

14)HINCHCLIFF, K.W; MUIR, W.W. Pharmacology of Furosemide in the
Horse: A Review. Journal of Veterinary Internal Medicine, v.5, p.211-
218.1991.

15) SULLIVAN, S.L., WHITTEN, T., MORLEY, P.S., HINCHCLIFF, K.W. A
systematic review and meta-analysis of furosemide for exercise induced
pulmonary haemorrhage in thoroughbread and standardbred racehorses.
Equine Veterinary Journal, v.47, p.341-349. 2015(b).

16)JOHNSTONE, I.B; VIEL, L; CRANE, S; WHITING, T. Hemostatic studies
in racing standardbred horses with exercise-induced pulmonary
hemorrhage. Canadian Journal of Veterinary Research, v. 55, N. 2, p.
101-106, 1991.

17)PALTRINIERI, S., MEAZZA, C., GIORDANO, A., TUNESI, C. Validation
of thromboelastometry in horses. Veterinary Clinical Pathology, v.37,
n.3, p.277-285. 2008.

18)FAZIO, F., ASSENZA, A., TOSTO, F., CASELLA, S., PICCIONE, G.,
CAOLA, G. Modifications of some acute phase proteins and the white
blood cell count in thoroughbreds. Veterinary Record, v.167, p.370-372,
2015.

19)NORRIS, F.W; PRATT, S.M; HUNTER, F; GARDNER, |.A, TABLIN, F.
Prevalence of reduced fibrinogen binding to platelets in a population of
Thoroughbreds. American Jorunal Veterinary Research, v.68, n.7, p.
716-721, 2007.

200MANOHAR, M., GOETZ, T.E., ROTHENBAUM, P. Clenbuterol
administration does not enhance the efficacy of furosemide in attenuating
the exercise-induced pulmonary capillary hypertension in Thoroughbred
horses. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, v.23,
n.6, p.389-395. 2001.

21)EVANS, D.L. Overview of Equine Exercise Physiology and Biochemistry.
In: EVANS, D. L. (Ed.) Training and Fitness in Athletic Horses.Rural
Industries Research and Development Corporation, 2000. cap. 2,
p.10-32.

22)TYLER-McGOWAN, C. M., GOLLAND, L.C., EVANS, D.L., HODGSON, D

R., ROSE, R.J. Haematological and Biochemical Responses to Training



408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439

440

138

and Overtraining. Equine Exercise Physiology 5. Equine Veterinary
Journal Supply, v.31, n.30, p. 621-625. 1999.

23)WATSON, M. Furosemide. Journal of Exotic Pet Medicine, v. 20, n. 1,
p.60-63, 2011.

24)KOWAL, R.J; ALMOSNY, N.R; CASCARDO, B; SUMMA, R.P; CURY, L.J.
Evaluation of plasma lactate and seric activity of creatine kinase values in
thoroughbred (PSI) horses (Equus caballus) submitted to effort tests on
treadmill. Revista Brasileira de Ciéncias Veterinarias, v.13, n.1, p.13-
19, 2006.

25)GUNTHER, A; MOSAVI, P; HEINEMANN, H; RUPPERT, C; MTH, H;
MARKART, P; GRIMMINGER, F; WALMRATH, D; TEMMESFELD-
WOLLBRUCK, B; SEEGER, W. Alveolar fibrin formation caused by
enhanced procoagulant and depressed fibrinolytic capacities in severe
pneumonia: comparison with the acute respiratory distress syndrome.
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, v. 161,
n. 2, p. 454— 462, 2000.

26)IDELL, S. Coagulation, fibrinolysis, and fibrin deposition in acute lung
injury. Critical Care Medicine, v. 31,n. 4, p. 213-220, 2003.

27)DERKSEN, F.J., WILLIAMS, K.J., STACK, A. Exercise Pulmonary,
Hemorrhage in horses: the role of pulmonary veins. Compendium
Continuing Education for Veterinarians. 2011.

28)MONREAL. L; ANGLES, A; ESPADA, Y; MONASTERIO, J, MONERAL,
M. Hypercoagulation and hypofibrinolysis in horses with colic and DIC.
Equine Veterinary Journal. V. 32, p. 19-25, 2000.

29)DELGADO, M.A; MONREAL, L; ARMENGOU, L; RIOS, J; SEGURA, D.
Peritoneal D-dimer concentration for assessing peritoneal 10 Mediators of
Inflammation fibrinolytic activity in horses with colic. Journal of Veterinary
Internal Medicine. V. 23, n. 4, p. 882—-889, 2009.

30)BARTON, A.K; GEHLEN, H. Pulmonary Remodeling in Equine Asthma:
What Do We Know about Mediators of Inflammation in the Horse?
Mediators of Inflammation, 2016.



441
442
443
444
445

446

447

448

449

450

451

452

139

ANEXOS:

Figura 1 — Graphical representation of TEM, referring to the exTEM®, inTEM®
and fiboTEM® tests, in racehorses with EIPH pre and post exercise in control
group (GC) (n=26).

fibTEM pre GC fibTEM post GC

exTEM pre GC exTEM post GC
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Figura 2 — Graphical representation of TEM, referring to the exTEM®, iINnTEM®
and fiboTEM® tests, in racehorses with EIPH pre and post exercise in control
group (GC) (n=26).

INTEM pre GF INTEM post GF
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EHRLICHIOSIS IN RACEHORSES: A NEW CHALLENGE FOR HEMOSTASIS
WILMSEN, M.O%; MAGALHAES, P, C?%, CARVALHO, T.R.M3; BARBOSA, L%

TAKAHIRA, R.K5.

Introduction: The exercise-induced pulmonary hemorrhage (EIPH) is one of the
main causes of hemorrhage involving athlete horses in all world. The employ of
thromboelastrometry has contributed as a diagnostic mechanism for hemostatic
disorders, especially for understandings cases of hypo and hypercoagulability still
briefly discussed within the species.

Hypothesis: Horses naturally infected with Ehrlichia sp. are more susceptible to
develop severe cases of EIPH.

Animals: Were evaluated seven horses with Ehrlichia sp. (Group E), and seven
clinically healthy horses (Group C - control), the second, constituted the Control
Group, both under use of furosemide, a prophylactic medication.

Materials and methods: Was carried out a prospective study, evaluating the
hemostatic changes in horses with EIPH through thromboelastrometry, PT, aPTT

and fibrinogen.
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Results: The main alterations were verified through the reactions mediated by
iINTEM®, exTEM® and fiboTEM®, showing the involvement of intrinsic and
extrinsic vias, and fibrinogen. All animals that participated the study developed
cases of EIPH. The animals from Group E achieved higher hemorrhage degrees
and presented cases of anticoagulation, showed through increase of CT, MCF, a
angle, A10mm, A20mm. Hyperfibrinolysis cases were verified through ML in
exTEM and fibTEM, in 6 out of 7 animals from Group E.

Conclusions: Horses with EIPH and Ehrlichia sp. infection showed tendency to
more severe hemorrhagic cases than those not infected when evaluated through

TEM.

KEYWORDS: Racehorses, Hemostasis, Bleeding horses, Thromboelastometry,

Hyperfibrinolisys, Hipocoagulability.
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INTRODUCTION

Currently, infections caused by Ehrlichia sp. are responsible to create great
impacts over human and animal health in all world. Being Brazil a tropical climate
country with environmental conditions that favor tick infestations, it is still
neglected the diagnosis of the disease in equines, while in canine species, the
same infections are massively reported in all world. Acknowledging the
importance of infectious causes involvement compromising the hemostatic
system, are scarce the studies that report the impact of this disease in athlete
animals with exercise-induced pulmonary hemorrhage (EIPH), The main
alterations related to the disease in canines evidence the presence of anemia,
thrombocytopenia and generalized vasculitis.

The occurrence EIPH is an important bleeding clinical cause in Pure Breed
English (PSI) horses that realize strenuous physical activity, during and after
exercise, in all globe.

An integral evaluation of the hemostatic system, in order to aid the elucidation
of the main alterations identified with the use of thromboelastrometry (TEM),
allows an earlier identification of hypo and hypercoagulability cases when
compared to coagulopathies diagnostic in either humans or animals.

TEM uses viscoelastic tests that allow track the participation and interactions
between platelets and coagulation factors since the beginning of clot
development, until fibrinolysis

Acknowledging the scarce and necessity of research applied to hemostasis
in athlete equines via TEM in Brazil, the object of this study was to evidence the
main hemostatic alterations, visualized via TEM in horses with EIPH, use of

furosemide and infected with Ehrlichia sp., also, if the infection could be
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considered an agent that could favor the hemorrhagic case in this animals, before

and after strenuous exercise.

MATERIAL AND METHODS
The Comission of Ethic in Animal Use (CEUA) of School of Veterinary
Medicine and Animal Science, UNESP - Universidade Estadual Paulista,

Botucatu, approved the study, under the protocol 171/2014.

a. Selection of animals:

Were evaluated before and after exercise, 14 Pure Breed English (PSI)
athlete equines with age ranging from three to four years old, weight ranging from
422 to 483 kg, stallions, in campaign at Brazilian Jockey Club (JCB). The traveled
distance through the experimental tests was 1.000 meters and all animals in this
study received a dose of furosemide (250mg, about 0,5mg/kg) IV, four hours
before strenuous exercise.

For evaluation, the animals were divided in two groups of 7, Erlichia group
(GE) and control group (GC). The animals from group E, submitted to exercise,

had a diagnosis of Ehrlichia sp., obtained through PCR exam, post exercise.

b. Evaluation of animals
The animals were evaluated in two moments:
Moment 0 (M0): 30 minutes before exercise

Moment 1 (M1): immediately after exercise.
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c. Laboratory analysis

The blood collection were made starting from either right or left jugular
vein, randomly. However, for blood collection in the moment post exercise, was
advocated the blood collection from the jugular vein contrary of that used in the
moment pre exercise, to avoid alterations in hemostasis sample results.

In citrate tubes, were collected 4,2ml of blood for elaboration of
thromboelastrometry (ROTEM - Delta®) tests, in tubes containing EDTA, about
2ml of blood, to evaluate leukocyte, erythrocytes and platelets series. The
globular volume was determined through microhematocrit techniques, the total

plasmatic protein (PPT) levels were determined by refractometry.

d. Clinical analysis:

Endoscopic evaluation of respiratory tract

The evaluation of bleeding score was obtained based in Pascoe
methodology. All animals were physically restrained for later insertion of an optic
fiber endoscope through the ventral nasal meatus of the right or left nostril,
randomly.

Were analysed anatomic structures from nasal meatus to bronchial
bifurcation. The same veterinarian, properly trained to identify bleeding scores in
all animals, performed the semi quantitative evaluation for EIPH, with presence
of degrees | to V blood. He was not informed about the experimental group in

which each animal belonged, therefore reducing errors in evaluation criteria.

STATISTICAL ANALYSIS

Was used Student’s t for independent samples (not paired). When
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normality and homogeneity of variancies failed, the test was not applied. In this
case, it was used the Non-parametric Mann-Whitney test comparing groups E
and C in moments pre and post exercise. Both tests assumed level of significance
of 5% (p> 0.05). Statistical analyzes were processed using the SigmaStat

program.

RESULTS

The exercise-induced pulmonary hemorrhage (EIPH) was diagnosed in
100% of animals in this study. Except for those animals with manifestation of
epistaxis post test, the diagnostic method used was endoscopy, performed within
ten minutes after the end of the test. All animals belonging to group E presented
EIPH with a degree bleeding score V (p<0,001) with consequent manifestation of
post test epistaxis. (Table 1). The main alterations visualized in the graphs
produced by TEM, indicated the impact on the hemostatic profile of the animals
that participated in this study in the pre (Figure 2) and post exercise (Figure 3), in
the tests that evaluated the three main routes of extrinsic coagulation (exTEM®),
intrinsic (inTEM®) and fibrinolytic (fioTEM®), respectively.

The PT (prothrombin time), aPTT (activated partial thromboplastin time)
and fibrinogen (FIB) were used to compare the results of the two groups at the
two moments, pre and post exercise. Group E presented significant CT
prolongation (exTEM®) and shortening of MCF (exTEM®), A10, A20 (fibTEM /
inTEM®) a angle and MCF (inTEM®) at pre-exercise when compared to group C
(Table 2). Post-exercise, prolongations in CT and CFT (exTEM®), CFT and ML
fibTEM / inTEM®) were identified in group E. However, A10, A20, a angle and

MCF were decreased indicating clot fragility (Table 3).
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In the PT, aPTT and FIB pre-exercise tests, changes in PT and fibrinogen
(p <0.001) (Table 4) were significant in group E at the pre-exercise moment, while
at the post-exercise moment, aPTT (p <0) , 05) and fibrinogen (p <0.001) were
more statistically significant when compared to group C. (Table 5).

The hematocrit and total plasma protein values of the E and C groups
presented statistical differences (p <0.01) in both pre (Table 6) and post exercise
(Table 7). Although thrombocytopenia was evident in group E, at pre-exercise, it
was statistically significant only at post-exercise (p <0.01)

In the individual comparison of each group, both groups E (Table 8) and

group C (Table 9) obtained significant statistical differences (p<0.05) in the

values of hematocrit, total plasma protein and platelets.
When the groups were compared in relation to the end time of the test, the
animals of the group E needed a longer time to finish the test when compared to

the group C (p <0.001) (Table 10).

DISCUSSION

The animals that participated in the study had no signs of infestation by
any type of ectoparasite during the experimental period. The animals were
housed and periodically cleaned. However, they shared spaces with animals from
other regions of the country who competed in the Brazilian Joquey Club (JCB), in
addition to the presence of dogs in the same environment. It is known that most
of the animals parasitized by ectoparasites harbor a small portion of the parasite
load present in the environment. The transmission of the disease occurs through
the tick bite, member of the Ixodidae family, Rhipicephalus microplus, which acts

both as a reservoir vector of rickettsiae. Another important fact is that the
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occurrence of vectors can be facilitated in countries with a tropical climate, such
as Brazil M. In the case of the state of Rio de Janeiro, during the summer, during
which the experiment was carried out, high temperatures are associated with the
humid climate, which may serve as an explanation for the occurrence of these
parasites. Although the prevalence of EIPH in this study was 100%, the most
severe bleeding scores were identified in all E group animals. In addition to
predisposing factors to bleeding horses, the maximum bleeding score reached
by all group E may have been exacerbated by infection of the parasites of the
genus Ehrlichia sp. The prevalence of EIPH with or without manifestation of
epistaxis in racehorses is high and is related to the intensity of the exercise and
the speed reached by the animal during the competition 1691, The authors also
infer that the identification of bleeding frames is more frequently visualized in
animals after the test. It is known that thrombocytopenia, commonly seen in
animals with ehrlichiosis, may favor hemostasis disorders such as hemorrhagic
diathesis in dogs, horses and cattle. However, in dogs, particularly in the chronic
phase of the disease, intense vaculitis is a potential source of platelet deficiency
consumption by consumption [6:28],

The animals that did not present post-test epistaxis were submitted to a
tracheobronchial examination, which was able to identify precisely and less
invasively the bleeding scores. The flexo fiber optic endoscopy technique has
contributed a lot to the digest of EIPH. If used at the correct time, in the period
from 30 to 120 minutes, it is possible to identify bleeding frames in up to 75% of

the animals, and if repeated after that period, the casuistry by increase up to 85%

[17].
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The two groups ran under the drug furosemide, a loop diuretic commonly
used in animals with EIPH, in order to mitigate the degree of bleeding. The action
of furosemide in EIPH is associated with a decrease in the volume of water and
intravascular fluid, capable of making the pulmonary arterial hypertension
pictures more lenient. This mechanism associated with exercise reduces the
incidence of alveolar capillary rupture and hemorrhage leading to pulmonary
parenchymal vasodilation. Even with the use of the medication, all the animals in
group E presented grade EIPH, while in group S, the animal that bore the most
reached score lll. Although the literature still evidences many conflicts despite
the use in the prevention of EIPH, research has pointed to the efficacy of
furosemide in randomized studies, when compared with placebo or meta-
analysis studies, in which horses with EIPH manifestations, when used
furosemide up to four hours before the run, reduced the degree of postoperative
bleeding [® 18l. These data corroborate with those presented in this study, where
group C, when compared to group E, obtained lower bleeding scores.

The results produced in this study through MET, indicate that both pre and
post exercise, Ehrlichia sp. in the equine species can also cause damage to the
hemostatic system. The main changes were observed in the reactions mediated
by exTEM®, inTEM® and fiboTEM® demonstrating the involvement of the
intrinsic, extrinsic and fibrinolytic pathways, evidencing the even greater
hemorrhagic risk in these animals. It is known that acute and strenuous exercise
can cause changes in the hemostatic system of horse athletes [19,20]. The
results of thromboelastometry showed changes in group E when compared to
group C. Thus, the prolongation of coagulation time (CT) of exTEM®

characterized the anticoagulation, probably related to the interaction between
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coagulation factors. The shortening observed in the variable that records the
maximum clot firmness (MCF) indicated a deficiency in the coagulation substrate
related to fibrinogen and / or platelets. The hypocoagulability was characterized
by the angle a (A ° a) and the amplitude of the clot in A10 and A20mm, were also
compromised. Prolonged bleeding time and poor clot retraction are evidence of
thrombocytopenia or platelet dysfunction [21.22],

All variables were even more impaired in the post-exercise of the animals
of group E, mainly mediated by MCF results, which demonstrated the platelet /
fibrin / fibrinogen impairment was even greater at that time. Thrombocytopenia
and hypofibrinogenemia, verified at both times, but higher in post-exercise, may
be related to the worsening of this situation due to the consumption of platelets
in any extension of the pulmonary parenchyma as a result of EIPH. Another fact
that could explain the thrombocytopenia since the pre-exercise, would be the
vasculitis. It is known that in dogs, the transport of infected cells to other tissues,
especially spleen, lung, liver, rinses and meninges, facilitate the process of
adhesion of the parasite to the vascular wall, inducing vasculitis processes. From
this, they may show signs of thrombocytonpenia and leukopenia [?2. In addition,
it is known that ehrlichiosis can be a disease easily neglected by the poverty of
clinical signs, especially in the initial phase where clinical changes are silent.

Another important factor verified in this study was maximal lysis (ML), in
which six of the seven animals of the E group presented pictures superior to 15%
in clot reduction in fiboTEM®, thus characterizing hyperfibrinolysis, while all
animals in group C values below 15%. When ML is less than 15%, this indicates
that there is stability of the clot and that higher levels indicate frames compatible

with hyperfibrinolysis 23, The fiboTEM® assay (tissue factor along with the
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activation of phospholipids with platelet inhibition) provides a qualitative
assessment of fibrinogen status. Thus, the assay has the potential to better detect
hyperfibrinolysis, since fiboTEM® can isolate fibrin polymerization from platelet-
fibrin / fibrinogen interactions in the presence of cytochalasin D as a platelet
inhibitor [,

Even though the possibility of bleeding was the same for all the individuals
in this study, group C presented a lower degree of bleeding when compared to
group E. The animals were submitted to the same conditions of training, lane,
joquey and aptitude. Therefore, even though Ehrlichia sp. has been aggravated
by the degree of bleeding in group E, the impairment observed in the performance
of these animals, indicated a reduction in the chances of victory. The EIPH has a
great impact on the performance of animals on the track, as well as the
commitment of victories throughout the athletic career [2418],

Serum total protein (STP) was elevated in both groups when compared to
the reference values for the species. This may be warranted since all animals
received a dose of furosemide four hours prior to strenuous exercise. The use of
furosemide is widely used in the prevention of EIPH 51, In addition, the
medication contributes to intense and rapid dehydration, interfering with weight
and increasing the animal's ability to reach higher speeds during the test 26, Even
after comparing the two groups with the use of prophylactic medication, group E
still maintained STP values higher than those of group C. However, it is not
possible to state that only the effect of dehydration is responsible for the increase
in group E STP. In dogs, changes such as hypoalbuminemia, hyperglobulinemia

and hypergammaglobulinemia are known to be common in ehrlichiosis 7],
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Another factor that may have contributed to the fact that the diagnosis of
bleeding in the animals of group E was much larger when compared to group C,
refers to the fact that these animals presented thrombocytopenia before and after
the turf. This condition may have favored bleeding of these animals up to grade
V. It is known that thrombocytopenia, commonly diagnosed in animals with
ehrlichiosis, may favor hemostasis disorders in horses, cattle and dogs, and in
the latter, particularly in the chronic phase of disease, hemorrhagic diathesis may
occur due to the intense thrombocytopenia 6 28 The changes in extrinsic
pathways (exTEM®), a angle and MCF, correspond to the time of clot formation,
the onset of the interaction between platelets and fibrinogen, and the interaction
of a angle, which corresponds to the kinetics of clot formation, which could also
be explained by thrombocytopenia. The maximum firmness of the clot depends

on platelets and the activation of fibrinogen and factor XII1 [29],

5.CONCLUSION

The evaluation of horses with EIPH naturally infected with Ehrlichia sp.,
performed through thromboelastometry (ROTEM® Delta), proved to be an
important and efficient tool in the early detection of changes in the hemostatic
profile of these animals, suggesting that hemoparasite infection of the genus
Ehrlichia sp. may favor bleeding conditions in animals diagnosed with EIPH.

The profiles of hypocoagulability and hyperfibrinolysis identified here may
spark new discussions about the importance of diagnostic screening for
infectious diseases in these animals prior to competition. Further work is required
to carefully investigate the impact and co-participation of Ehrlichia sp. in the

pathophysiology of EIPH.
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401 Figure 1 - Graphical representation of TEM, referring to the exTEM®, inTEM®

402 and fiboTEM® tests, in racehorses (GC) at the pre and post exercise time.
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Figure 3 - Graphical representation of TEM, referring to the exTEM®,
INTEM® and fiboTEM® tests, in racehorses infected with Ehrlichia sp.

(GE) in the pre and post exercise time.
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Table 1. Distribution of mean, first and third percentile in relation to degree of

bleeding (EIPH) post exercise (n=26).

Group E Grupo C p-value
Median 5,000 2,000 b
25% 5,000 2,000 **
75% 5,000 3,000 *x

Test t: p<0,05: statistical difference. **: p<0,001.
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Table 2. Distribution of mean and standard deviation of thromboelastometry

(TEM) variables in groups E and C pre exercise (n=14).

Grupo E GrupoC p-valor

iINTEM

CT (s) 232,714+7,088 230,143+13,704 *
CFT (s) 141,000+133,250 114,000+102,500 *
A°a 64,429+8,243 72,286+4,461 *
MCF (mm) 61,286+3,450 45,286+9,160 *
Al0 37,000+36,250 42,000+42,000 *
A20 40,000+40,000 49,000+46,500 *
exTEM

CT (s) 61,000+3,651 53,429+4,429 o
CFT (s) 167,714+27,986 174,28617,867 NS
A°a 62,000+59,750 72,000+68,250 NS
MCF (mm) 58,714+4,923 67,143+6,939 *
Al10 36,571+1,134 41,143+6,939 NS
A20 40,571+0,976 44,714+8,200 NS
fibTEM

CT (s) 79,000+76,000 82,000+60,750 NS
Al0 6,000+6,000 17,000+13,000 *
A20 6,000+5,250 16,000+13,000 o

inTEM®: Contact activator. exTEM®: Tissue factor activator. fibTEM®: Activated

tissue factor (exTEM®) + cytochalasin. CT: coagulation time. CFT: Clot formation

time. A° a: Angle a; MCF: Maximum clot firmness. ML: Lise maxima. Test t:

p<0,05: statistical difference. * p<0,05; ** p <0.001. NS: not significant.
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Table 3. Distribution of mean and standard deviation of thromboelastometry

(TEM) variables in groups E and C post exercise (n=14).

Grupo E Grupo C p-valor
iINTEM
CT (s) 309,571+7,413 296,429+28,389 NS
CFT (s) 341,857+33,588  171,429+54,052 xx
MCF (mm) 40,571+3,690 38,714+9,569 *
A20 32,714+1,799 46,143+6,094 *x
exTEM
CT (s) 65,000+13,952  77,571+15,219 NS
CFT (s) 298,286+14,919 162,286+13,817 *x
A°a 51,85745,014 62,571+10,706 *
MCF (mm) 43,429+3,599 42,857+12,720 NS
fibTEM
CT (s) 65,00+13,952 77,571+15,219 NS
MCF (mm) 6,571+3,994 24,571+20,173 *
A20 7,571+0,787 15,571+3,259 *x

inTEM®: Contact activator. exTEM®: Tissue factor activator.
fibTEM®: Activated tissue factor (exTEM®) + cytochalasin. CT:

coagulation time. CFT: Clot formation time. A° a: Angle a; MCF:

Maximum clot firmness. ML: Lise maxima. Test t: p<0,05: statistical

difference. * p<0,05; ** p <0.001. NS: not significant.
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Table 4. Distribution of mean and standard deviation obtained by coagulometry

for PT (prothrombin time), aPTT (activated partial thromboplastin time) and

fibrinogen pre exercise (n =14).

Group E Group C p-valor
PT (s) 26,56+1,83 19,43+1,99 o
aPTT (s) 69,41+2,82 60,22+1,43 NS
FIB (mg/dL) 198,33+2,33 182,92+1,34 *x

Test t: p<0,05: statistical difference. **: p<0,001. *: p<0,05. NS: not significant.

(s): seconds. PT: prothrombin time. aPTT: activated partial thromboplastin time.

FIB: fibrinogen.

Table 5. Distribution of mean and standard deviation obtained by coagulometry

for PT (prothrombin time), aPTT (activated partial thromboplastin time) and FIB

(fibrinogen) post exercise (n=14).

Group E Group C p-value
PT (s) 37,10041,275 37,443+0,655 NS
aPTT (s) 73,30042,982 88,300+2,345 *
FIB (mg/dL) 113,12+2,33 177,62+1,34 *k

Test t: p<0,05: statistical difference. **: p<0,001. *: p<0,05. NS: not

significant. (s): seconds. PT: prothrombin time. aPTT: activated

partial thromboplastin time. FIB: fibrinogen.
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496 Table 6. Distribution of mean and standard deviation of hematocrit, total plasma

497  proteins and platelets of group E and C pre exercise (n=14).

Hematocrit (%) TPP (g/dL) Platelets (uL)
Group E pre 35,14+ 2,41 9,71 + 0,47 137.064,3 £ 58.441,5
Group C pre 46,29 *+ 2,63 6,86 + 0,43 209.721,4 + 85950,7
p-value <0,01 <0,01 0,089

498  Test t: p<0,05: statistical difference. TPP: total plasm protein.

499

500 Table 7. Distribution of mean and standard deviation of hematocrit, total plasma

501 proteins and platelets of group E and C post exercise (n=14).

Hematocrit (%) TPP (g/dL) Platelets (uL)
Group E post 59,71 +1,25 12,0+ 0,31 75.575,0 +38.974,6
Group Cpost 67,71+ 2,06 8,57 +0,44 225.800,0 + 59.670,6
p-value <0,01 <0,01 <0,01

502 Test t: p<0,05: statistical difference. Total plasm protein: TTP.
503
504 Table 8. Distribution of mean and standard deviation of hematocrit, total plasma

505 proteins and platelets of pre and post exercise group E (n=7).

Hematocrit (%) TPP (g/dL) Platelets (uL)
Group E pre 35,1442 41 9,71+0,47 137.064,3+ 58.441,5
Group E post 59,71+1,25 12,0 +0,45 75.575,0 +38.974,6
p-value <0,01 <0,01 <0,01

506 Testt: p<0,05: statistical difference. TTP: total plasma protein.
507

508
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Table 9. Distribution of mean and standard deviation of hematocrit, total plasma

proteins and platelets of pre and post exercise group C (n=7).

Hematocrit (%) TPP (g/dL) Platelets (uL)
Group C pre 46,29 *+ 2,63 6,86 + 0,43 209.721,4 + 85950,7
Group C post 67,71 £ 2,06 8,57 +0,44 225.800,0 + 59.670,6
p-value <0,01 <0,01 0,216

Test t: p<0,05: statistical difference. TPP: total plasma protein.

Tablel0. Distribution of mean and standard deviation of time (s) from beginning

to end of the pareo (n=14).

Group E Group C p-valor
Time (s) 57,429+2,149 49,143+1,574 p<0,001
Distance 1.000 m 1.000 m -

Mann-Whitney: p<0,05: statistical difference. m: meters.
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13. ANEXOS

Figura 2 - Avaliagao do sistem

a cardiorespiratorio pds corrida.

" TR T 3 \ A\
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Figura 3 - Realizagdo do exame traqueobrdnquico, com visualizagdo da

bifurcagdo da traqueia (carina) pré exercicio. Animal sem alteragdes visiveis,

mucosa normocorada e sem presenca de muco.
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Figura 4 - Animal com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio pds corrida.
Presencga de tragos de sangue no lumem traqueal (seta), compativel com HPIE

grau l.
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Figura 5 - Animal com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio pos corrida.
Presenca de filetes de sangue no lumem traqueal (seta), compativel com HPIE

grau ll.
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Figura 6- Animal com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio, pds corrida.
Presencga de de sangue em todo lumém tranqueal (seta), compativel com HPIE

grau lll.
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Figura 7 - Animal com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio pds corrida.
Presencga de quantidade abundante de sangue em todo lumem traqueal (seta),

compativel com HPIE grau IV.
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Figura 8 - Animal com hemorragia pulmonar induzida pelo exercicio, com

manifestacdo de epistaxe pos corrida. Na imagem, presenga de grande

quantidade de sangue visualizada em regidao de glote (seta), compativel com
HPIE grau V.
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Figura 9 - Avaliagdo do sistema hemostatico utilizando o aparelho de
tromboelastometria (ROTEM® Delta). Na imagem, a formagédo dos graficos
obtidos através da avaliagdo das trés principais vias da coagulagédo extrinseca
(exTEM), intrinseca (inTEM) e fibrinolitica (fibTEM).
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TABELAS

Tabela 1 - Fatores de coagulacédo, sintese e meia vida plasmatica (corpo texto).

Tabela 2 - Distribuicdo das medianas e percentis 25 e 75% do grau de
sangramento pré e pds exercicio, em cavalos PSI com HPIE nao tratados (GC)

ou tratados com furosemida (n=26).

TRATAMENTO PRE POS p-valor
Controle 0,0 [0-0] 3,0 [3-4] <0,01
Furosemida 0,0 [0-0] 3,0 [2-3] <0,01

Teste de Wilcoxon p< 0,05.
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Tabela 3 - Distribuicdo de médias e desvio padréao das variaveis tempo de
coagulagao (CT), tempo de formacao do coagulo (CFT), Angulo a (A° a), firmeza
maxima do coagulo (MCF) e lise maxima (ML) obtidos através da avaliagao da
tromboelastometria (ROTEM® Delta).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor

iNTEM (Via intrinseca)

A° a (%) 57,3+7,5 56,9+7,3 NS
MCF (mm) 35,4+0,9 34,9+0,8 0,03
A10 (mm) 31,7+4,4 35,1+11,1 NS
A20 (mm) 34,7+6,3 36,4+9,4 NS

exTEM (Via extrinseca)

CT (s) 67,2425,2 75,5+23,9 0,03
CFT (s) 180,3+44,1 199,4+58,9 NS
A° o (%) 57,9+9,8 57,0£8,4 0,01
MCF (mm) 37,846,9 38,0£8,1 NS
A10 (mm) 35,146,6 36,046,0 NS
A20 (mm) 37,546,7 38,046,4 NS

fibTEM (Fibrindlise)
A10 (mm) 10,0+4,4 12,1+6,6 NS

A20 (mm) 13,6%6,3 14,6%5,5 NS

Teste t pareado (p<0,05). (s): Segundos. CT: Tempo de coagulacao. CFT:
Tempo de formacao do coagulo. a: Angulo a. MCF: Firmeza maxima do coagulo.

ML: Lise maxima.
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Tabela 4 - Distribuicdo das Medianas e percentis 25 e 75% das variaveis tempo

de coagulagao (CT), tempo de formagdo do coagulo (CFT), Angulo a (A° a),

firmeza maxima do coagulo (MCF) e lise maxima (ML) obtidos através da

avaliagao da tromboelastometria (ROTEM® Delta) pds exercicio nos grupos
controle (GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
iNTEM (Via intrinseca)
CT (s) 276,5 [243,0-308,0] 282,5 [265,0-312,0] 0,03
CFT (s) 188,5 [172,0-222,0] 206,5 [157,0-242,0] NS
A° a (%) 64,0 [61,0-67,0] 68,0 [ 64,0-71,0] 0,04
ML (%) 0,0 [0,0-4,0] 0,0 [0,0-0,0] NS
exTEM (Via extrinseca)
LM (%) 0,0 [0,0-1,0] 1,0 [0,0-2,0] NS
fibTEM (Fibrindlise)
CT (s) 62,5 [54,0-78,0] 72,5 [57,0-83,0] NS
CFT (s) 0,0 [0,0-0,0] 0,0 [0,0-0,0] NS
A° a (%) 62,0[0,0-66,0] 0,0 [0,0-65,0] 0,02
A20 (mm) 9,5 [8,0-12,0] 10,5 [9,0-15,0] NS
MCF (mm) 9,0 [8,0-12,0] 10,0 [8,0-13,0] NS
ML (%) 0,5 [0,0-5,0] 0,0 [0,0-0,0] NS

Teste de Wilcoxon (p<0,05). (s): Segundos. CT: Tempo de coagulacao. CFT:

Tempo de formacao do coagulo. a: Angulo a. MCF: Firmeza maxima do coagulo.

ML: Lise méaxima.
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Tabela 5 - Distribuicdo de média e desvio padrdao de hemacias pré e pos
exercicio em cavalos PSI com HPIE nos grupos controle (GC) e tratado (GF)
(n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
Hemacias pré (uL) 7,559+0,22 9,453+0,14 <0,001
Hemacias po6s (uL) 13,152+0,67 12,564+0,53 0,002

Teste t pareado (p<0,05).

Tabela 6 - Distribuicido de média e desvio padrao do hematdcrito pré e pos
exercicio, em cavalos PSI com HPIE nos grupos controle (GC) e tratado (GF)
(n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-value
Hematocrito pré (%) 43,741,485 46,942,208 <0,001
Hematdécrito pés (%) 67,0+1,918 68,6+1,416 <0,001

Teste t pareado (p<0,05).

Tabela 7 - Distribuicdo das medianas e percentis 25 e 75% de proteina total
sérica (PTS) pré e pds exercicio, em cavalos PSI com HPIE nos grupos controle
(GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
PTS pré (g/dL) 7,1[7,0-7,2] 8,2 [8,0-8,2] <0,001
PTS pos (g/dL) 7,8 [7,8-8,0] 10,0 [9,6-11,0] <0,001

Teste de Wilcoxon (p<0,05). PTS: Proteina total sérica.



178

Tabela 8 - Distribuicdo de média e desvio padréo para contagem de plaquetas
pré e pds exercicio, em cavalos PSI com HPIE nos grupos controle (GC) e
tratado (GF) (n=26).

Controle Furosemida p-valor
Plaquetas pré (L) 257089+39091 262352+55554 NS
Plaquetas po6s (uL) 185087+ 57040 191768176171 <0,001

Teste de Wilcoxon (p<0,05). NS: N&o significativo.

Tabela 9 - Distribuicdo das medianas e percentis 25 e 75% dos testes de
hemostasia obtidos através de coagulometria para TP (tempo de protrombina),
TTPa (tempo de tromboplastina parcial ativada) e fibrinogénio pré exercicio nos

grupos controle (GC) e

tratado (GF) (n=26).

Controle Furosemida p-valor
TP (s) 12,2 [12,2-12,4] 12,3 [12,2-12,6] NS
TTPa (s) 44,7 [44,7-45,8] 45,7 [45,7-46,8] 0,04

Fibrinogénio (mg/dL) 183 [176-186] 182,5 [166-185] NS

Teste t pareado. NS: nado significativo. (s): Segundos. TP: Tempo de

protrombina. TTPa: Tempo de tromboplastina parcial ativada.
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Tabela 10 - Distribuicdo de média e desvio padrao das variaveis obtidas através
de coagulometria para TP (tempo de protrombina), TTPa (tempo de
tromboplastina parcial ativada) e fibrinogénio pds exercicio nos grupos controle
(GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
TP (s) 22,557+1,831 18,757+1,049 0,001
TTPa (s) 65,643+2,766 64,186+1,613 NS
Fibrinogénio (mg/dL) 38,843+1,630 34,971+1,855 0,001

Teste t pareado (p=0,05). NS: néo significativo. (s): Segundos. TP: Tempo de

protrombina. TTPa: Tempo de tromboplastina parcial ativada.

Tabela 11 - Distribuicdo de média e desvio padrao do exame bioquimico (ureia,
creatinina, FA, GGT e albumina) pds exercicio em cavalos PSI com HPIE nos
grupos controle (GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
Ureia (mg/dL) 35,4+2,9 36,3+1,8 NS
Creatinina (mg/dL) 1,5+0,2 1,37 £0,1 0,026
FA (UI/L) 224,3+61,1 232,7+66,1 NS
Albumina (g/dL)  3,8%0,25 3,8+0,21 NS

Teste t pareado (p<0,05). FA: fosfatase alcalina. GGT: gama glutamil

transferase.
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Tabela 12 - Distribuicdo das medianas e percentis 25 e 75% dos exames
bioquimicos (ALT, AST e PTS) pds exercicio em cavalos PSI com HPIE nos
grupos controle (GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle Furosemida p-valor
ALT (UI/L) 30,2+13,2 36,6+9,6 0,03
AST (UI/L) 401,1+145,8 498,6+96,0 0,01
PTS (g/dL) 7,3+0,4 9,0+0,3 NS

Teste t pareado (p<0,05). ALT: alanina amino trasferase. AST: Aspartato amino
transferase. PTS: Proteina total sérica.

Tabela 13 - Distribuicdo de média e desvio padrao do lactato plasmatico pré (0),
imediatamente apds (i) e 30 minutos pds exercicio (ii), em cavalos PSI com HPIE

nos grupos controle (GC) e tratado (GF) (n=26).

Controle (GC) Furosemida (GF) p-valor
Lactato (0) g/dL 8,827+0,758 8,673+0,773 NS
Lactato (i) g/dL 246,173+16,135 255,215 +13,843 0,02
Lactato pés (ii) g/dL 157,185+15,607 174,885+13,848 0,001

Teste t pareado (p<0,05). NS = ndo significativo. (i): Imediatamente apods corrida.
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