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de bezerros holandeses sadios durante o primeiro més de vida'
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ABSTRACT.- Benesi EJ., Wachholz L., Bertagnon H.G., Leal M.L.R., Mori E. & Fernandes W.R.
2012. [Cytology of tracheobronchial and bronchoalveolar lavage in healthy Holteins
calves during the first month of life.] Citologia dos lavados traqueobronquico (LTB) e bron-
coalveolar (LBA) de bezerros holandeses sadios durante o primeiro més de vida. Pesquisa Vete-
rindria Brasileira 32(3):267-270. Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva
87, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: febencli@usp.br

The neonatal calf is a critical moment for adaptation of the newborn to extra uterine
life. The respiratory tract is functionally very demanded and often affected by disease, re-
sulting in direct loss of their function and causing serious economic losses in livestock.
The basic point to reduce these losses is appropriate clinical evaluation of neonates; but
the diagnosis based solely in physical examination is very difficult to establish. The use of
complementary analysis such cytology of the respiratory tract becomes an important diag-
nostic tool; however their findings must be standardized in the face of different techniques
employed. This research studied the dynamics of the cellularity of the bronchoalveolar and
tracheobronchial region obtained through lung lavage harvested by nasotracheal cathete-
rization technique and tracheocenthesis respectively, during the first month of life of heal-
thy calves. The tracheobronchial cytology was influenced by the time, showing decreased
number of alveolar macrophages and greater number of neutrophils, possibly increased by
local irritation caused by the technique, which was repeated sequentially, and/or through
greater stimulation of inhaled microorganisms deposited in this region. In the bronchoal-
veolar region no variation in the cellular constituents in function of time was found. The
results allowed the conclusion the cell population of the tracheobronchial region has chan-
ged over the week-old calves, possibly due to the technique used and/or to the normal
region physiology, represented by higher magnitudes of neutrophils. Otherwise, the cells
of the broncholaveolar region showed a stable behavior during the first month of life of
newborn calves, presenting numerical predominance of alveolar macrophages.

INDEX TERMS: Citology, lung lavage, tracheocentesis, nasotracheal catheterization technique, calves.

RESUMO.- O periodo neonatal dos bezerros é um momento
critico para adaptagdo do recém-nascido a vida extra uteri-
na e o sistema respiratorio, um dos mais exigidos funcio-
nalmente, é frequentemente afetado por enfermidades, re-
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dundando no prejuizo direto da sua func¢io e acarretando
perdas econdmicas importantes na pecuaria. O ponto basi-
co para reduzir estas perdas, é representado pela adequa-
da avaliacdo clinica dos neonatos, todavia o diagndstico
baseado exclusivamente no exame fisico é muito dificil de
ser estabelecido. O uso de exames complementares como
a citologia do trato respiratério torna-se uma ferramenta
diagnoéstica importante nestes casos, porém faz-se neces-
sario, padronizar seus achados frente as diferentes técnicas
empregadas para a sua obtencdo. Assim, o presente estudo
propds-se acompanhar as variacdes dos constituintes celu-
lares da regido traqueobrénquica e broncoalveolar obtidos
por lavados respiratorios pelos métodos de traqueocente-
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se e por colheita nasotraqueal respectivamente, durante o
primeiro més de vida de bezerros sadios. Observou-se alte-
racao no quadro citolégico ao longo do tempo, quando a re-
gido traqueobrdnquica foi lavada, expresso por diminui¢cdo
da porcentagem de macréfagos alveolares, com aumento de
neutréfilos, possivelmente, por maior irritacao local provo-
cada pela técnica, que se repetiu sequencialmente e/ou por
maior estimulo de microorganismos inalados depositados
nesta regido. Na regido broncoalveolar, ndo encontraram-
-se variacdes nos constituintes celulares em fungdo do tem-
po. Os resultados permitiram a conclusio que a populacdo
celular da regido traqueobrénquica modificou-se ao longo
das semanas de vida dos bezerros, possivelmente pela téc-
nica empregada e/ou fisiologia normal da regido, sendo
representadas por maiores magnitudes de neutroéfilos. De
modo diverso, na regido broncolaveolar, as células eviden-
ciaram um comportamento estavel durante o primeiro més
de vida dos bezerros neonatos, apresentando predominio
numérico dos macréfagos alveolares.

TERMO DE INDEXACAO: Citologia, lavado pulmonar, traqueocen-
tese, sondagem nasotraqueal, bezerros.

INTRODUCAO

O periodo neonatal dos bezerros, que compreende o pri-
meiro més de vida do neonato, tem como ponto central o
seu direcionamento para a adaptacdo do recém-nascido a
vida extra uterina. Caracteriza-se por ter as maiores taxas
de mortalidade de bezerros (Benesi 1993), sendo o sistema
respiratorio freqiientemente afetado por enfermidades, re-
dundando no prejuizo direto da sua func¢do, com evolugdo
para a morte ou desenvolvimento retardado de animais so-
breviventes (Radostits et al. 2000).

O ponto basico para reduzir estas perdas, é represen-
tado pela adequada avalia¢do clinica dos neonatos, para
estabelecer o pronto diagndstico, o tratamento precoce e
a resolucdo da enfermidade. No entanto, o diagnéstico ba-
seado exclusivamente no exame fisico é muito dificil de ser
estabelecido e na maioria dos casos, necessita de informa-
¢Oes de exames complementares para reconhecimento, te-
rapia e prognostico corretos da enfermidade que acomete
o animal (Radostitis et al. 2000, Nogueira & Pardo 2001,
Gongalves 2004).

Para adequada interpretacdo fundamentada dos resul-
tados desses exames auxiliares, necessita-se da adequada
padronizacdo dos métodos a espécie animal em estudo,
existéncia de valores de referéncia estabelecidos em ani-
mais sadios e que considerem possiveis variacoes fisiold-
gicas decorrentes da raga, sexo, idade e estresses naturais,
assim como por influéncia de intervalos de colheitas reali-
zadas (Pringle et al. 1988, Barros et al. 1994, Fernandes et
al. 2000, Bertagnon et al. 2007, Hennig-Pauka et al. 2007,
Griffin et al. 2010).

Por serem raras as pesquisas nacionais que estudaram
a citologia de lavados respiratérios em bezerros (Barros et
al. 1994, Gongalves 2004), inexistindo estudos nesses ani-
mais no periodo neonatal (Goncalves et al. 2011), prop0s-
-se acompanhar, de forma quantitativa, as variacdes dos
constituintes celulares da regido traqueobrénquica e bron-
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coalveolar, avaliadas por meio do exame citolégico, em la-
vados seriados obtidos pelos métodos de traqueocentese e
por colheita nasotraqueal, durante o primeiro més de vida
e em intervalos de sete dias.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 20 bezerros machos, da raga Holandesa Preto
e Branco, sadios, com idade entre o primeiro e o sexto dia de vida,
que mamaram o colostro, provenientes de propriedades localiza-
das em municipios do Estado de Sdo Paulo. Estes animais foram
mantidos em gaiolas individuais no setor experimental da clinica
de bovinos e pequenos ruminantes da FMVZ-USP e alimentados
com 2 litros de sucedaneo de leite* duas vezes por dia. Receberam
também 4gua, ragdo peletizada, ‘capim verde e feno a vontade.
Somente os animais sadios foram utilizados na pesquisa, sendo
a higidez verificada através de exames fisicos didrios, e exames
laboratoriais semanais (hemograma, bioquimica sérica e hemo-
gasometria arterial).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois gru-
pos, cada um com dez bezerros, agrupados de acordo com a técni-
ca e o local utilizados para a colheita do lavado respiratorio, sendo
no Grupo 1 (G1), realizada a colheita do lavado traqueobrénquico
(LTB) pela técnica de traqueocentese, e no Grupo 2 (G2), realizado
o lavado broncoalveolar (LBA) pela técnica de sondagem nasotra-
queal. A primeira colheita foi efetuada em bezerros com 5 a 7 dias
de vida e a seguir, semanalmente até completarem aproximada-
mente um més de vida, totalizando quatro colheitas.

No G1, puncionou-se a traquéia na regido do segundo anel tra-
queal com uma agulha de 14g x 5cm, e através dela, introduziu-se
um catéter de polietileno® até a bifurcagio traqueal. O lavado foi
realizado apos a instilacdo de quatro aliquotas de 10 ml cada, de
solugdo fisiolégica 0,9% a temperatura ambiente e o conteudo foi
recuperado por aspiracdo imediata com seringa plastica com ca-
pacidade de 60 ml

No G2, uma sonda de silicone estéril de 8,0mm de didmetro
e 100cm de comprimento foi introduzida na narina dos bezerros
previamente lavada, direcionada a traquéia e inserida até en-
contrar-se resisténcia a sua progressao, na regido dos brénquios
principais. Na sequéncia era introduzido pela sonda guia, uma
outra sonda®, com 2mm de didmetro e 110cm de comprimento,
através da qual se realizava o lavado como o descrito para o G1.

Posteriormente uma aliquota de 200ul do lavado era centri-
fugada a 28 G, por 6 minutos em citocentrifuga, sendo o sobre-
nadante desprezado, e a partir do precipitado, confeccionado um
esfregaco fixado em alcool metilico p.a. e corado pelo método de
Rosenfeld (1947). A leitura das ldminas foi realizada por uma tni-
ca pessoa em microscopia éptica de imersdo, quantificando-se
400 células por lamina de acordo com suas caracteristicas mor-
foldgicas e tintoriais.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa esta-
tistico computadorizado Minitab (1998). Para cada grupo e cada
semana de colheita (12, 22, 32 e 42), foram calculadas as medianas
e percentis, utilizando testes ndo-paramétricas de Friedman e de
Mann-Whitney. Foram consideradas diferencas significativas quan-
do p apresentou valores iguais ou inferiores a 0,05 (Sampaio 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados medianos obtidos das porcentagens de cada
tipo celular conforme o tempo, em cada grupo estdo ex-
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pressos no Quadro 1. Pode-se observar que houve alteracdo
na citologia ao longo do tempo, quando a regido traqueo-
brénquica foi lavada, caracterizado por diminuicdo da por-
centagem de macro6fagos alveolares, aumento de neutroéfi-
los e oscilacdes na populagao de linfécitos. Quando a regido
broncoalveolar foi lavada, ndo encontrou-se variacées nos
constituintes celulares em fun¢ao do tempo, evidenciando-
-se que a regido traqueobrdnquica possuiu maiores mag-
nitudes de neutrdfilos enquanto que a broncoalveolar, ndo
predominio de macrdfagos alveolares durante o primeiro
més de vida.

A execucdo semanal dos exames complementares e a
realizacdo diaria do exame fisico dos bezerros, permitiu
verificar que os mesmos estavam livres de alterag¢des res-
piratoérias. Assim o progressivo aumento dos neutroéfilos
observado no G1 sugere que a traqueocentese foi mais in-
vasiva, diferindo das evidéncias e conclusdes de Bower
(1977) que classificou a técnica como atraumatica. Fatores
como baixo volume recuperado da solugdo instilado para o
lavado ( cerca de 0,5 a 20%), e a presenca de hemaceas nos
esfregacos ja foram evidenciados por outros pesquisadores
ao realizarem traqueocentese (Barros et al. 1994, Gongal-
ves 1997, Hennig-Pauka et al. 2007) e poderiam suportar a
hipotese de que esta técnica de colheita é mais traumatica,
principalmente se utilizada sequencialmente.

Diferencas nos valores dos constituintes do lavado do
trato respiratorio, conforme o local de lavagem, ja foram
relatadas por outros pesquisadores em varias espécies ani-
mais (Pringle et al. 1988, Barros et al. 1994, Fernandes et
al. 2000, Hennig-Pauka et al. 2007, Bertagnon et al. 2007,
Griffin et al. 2010). Provavelmente estas diferengas ocor-
rem devido a estimulagdo que microorganismos inalados
provocam no trato respiratdrio, ja que particulas aeroliza-
das inaladas néo filtradas pelo trato respiratdrio anterior,

Quadro 1. Valores das medianas dos diferentes tipos celulares
de acordo com os grupos submetidos as técnicas detraque-
ocentese para obtenc¢ao do LTB (Grupo 1) e de sondagem
nasotraqueal para obtenc¢ao de LBA (Grupo 2), segundo as
semanas durante o primeiro més de vida dos animais.

Sao Paulo, 2011

Grupos Porcentagens dos diferentes tipos
celulares da regido respiratéria

Tempos (semanas)

1 2 3 4
Grupo 1 Macroéfagos alveolares 62,152 34,302 34,50 20,15
Células gigantes 0,15 0% 04 0
Neutrofilos 15,30 59,40 63,402 75,80
Células epiteliais ciliadas 024 024 024 02
Linfocitos 2,554 4,00*4 0,80" 1,65
Eosinoéfilos 024 024 024 024
Grupos 2 Macrdéfagos alveolares 75,50 63,50 75,652 70,55%
Células gigantes 024 0,30 024 024
Neutrofilos 12,40* 3,65% 19,302 11,00
Células epiteliais ciliadas 04 0,252 024 0,904
Linfécitos 2,152 2,30* 2,40 1,00
Eosinoéfilos 02 034 02 03A

Medianas com letras minusculas n3o coincidentes em mesma linha, in-
dicam diferenga estatistica entre as semanas dentro de cada técnica
(p=<0,05). Medianas com letras maitsculas ndo coincidentes em mesma
coluna, indicam diferenca estatistica entre técnicas dentro de cada se-
mana (p<0,05).

se depositam na regido traqueobronquica, estimulando
uma resposta celular caracterizada pelo aumento de neu-
tréfilos, as células de defesa mais mobilizadas na inflama-
¢do (Griffin et al. 2010).

Apesar de regides mais distais do trato respiratério
possuirem porcentagens maiores de macréfagos (Griffin
et al. 2010), estas células ainda predominaram sobre a
porcentagem de neutréfilos na regido traqueobrdénquica
de bezerros sadios na pesquisa realizada por Gongalves et
al. (2004). Possivelmente os resultados da analise citolo-
gica foram discrepantes da presente pesquisa, porque 0s
autores utilizaram uma técnica de colheita menos invasi-
va (sonda nasotraqueal), por uma Unica vez e os bezerros
eram mais velhos (1a 6 meses de idade). Como a atividade
bactericida de neutréfilos é deficiente durante o periodo
neonatal (Hauser et al. 1986) acredita-se que os mesmos
precisaram ser mobilizados em maior ntimero para garan-
tir a eliminacdo eficaz de bactérias e a higidez do animal, ja
que o mesmo predominio celular foi encontrado no trato
respiratério de bezerros com menos de 30 dias por Fogar-
ty et al. (1983).

As porcentagens da populagdo celular do trato respira-
torio do G2 nio sofreu influencia do tempo. A proporgio
entre macréfagos/neutroéfilos se mostrou com valores bem
maiores no decorrer do periodo neonatal quando compa-
rados com aqueles obtidos para o grupo G1 sendo seme-
lhantes aos valores encontrados por Yeo et al. (1993) e
Gongalves (1997), evidenciando que esta técnica e que o
intervalo de colheita de amostras ndo causou inflamacgao
local e que os macré6fagos alveolares residentes foram efi-
cientes em manter um estavel e continuo sistema de fagoci-
tose sem necessitar de um recrutamento de outras células
de defesa para o local.

CONCLUSOES

Os resultados da avaliagao citoldgica do trato respiratério
de bezerros neonatos sadios permitiram concluir que:

» Aregido traqueobronquica apresenta diminuigio progres-

siva da porcentagem de macréfagos alveolares com au-
mento proporcional de neutréfilos ao longo do primeiro
més de vida dos animais, havendo inversao destes valores,
devido a técnica de colheita - traqueocentese - ser mais
traumatica bem como o local da colheita ser reconhecida-
mente de maior exposicdo aos patdgenos inalados.
Nao ha variacdes nos constituintes celulares na regido
broncoalveolar de bezerros sadios em fungdo da evolu-
¢do etaria, sendo a citologia caracterizada por predomi-
nio de macroéfagos; pois a regido nio é submetida aos
mesmos desafios que a traqueobrénquica.
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