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RESUMO

Avaliou-se a técnica de colheita de células do tra-
to respiratorio em ovinos, por sondagem nasotraqueal, e
caracterizou-se a populagdo celular em dezenove ovinos
clinicamente sadios. Os animais foram contidos em esta-
¢do, com cabeca e pescogo estendidos e alinhados com
a coluna vertebral. Apds a contengdo, introduziu-se uma
sonda-guia siliconizada até a bifurcagdo da traquéia, por
dentro da qual se passou uma sonda de menor calibre, para
realizagdo do lavado traqueobronquico. A média da con-

tagem de células nucleadas foi de 64.650 = 49.674. A ana-
lise citologica das amostras evidenciou, pelas médias das
porcentagens obtidas, 62,74% de macréfagos, 15,01% de
células epiteliais cilindricas, 20,04% de neutrofilos, 1,44%
de linfécitos e 0,77% de eosinofilos. Concluiu-se que o
método de colheita por sondagem nasotraqueal foi eficien-
te na obteng¢do de amostras de regides traqueobronquicas
para caracterizacdo citoldgica e diferencia¢do celular nas
amostras obtidas, sendo bem suportado pelos ovinos.
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ABSTRACT

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

The technique of pulmonary cells obtention by
nasotracheal intubation was evaluated and the cellular
population of 19 healthy sheep was characterized. The
animals were hold standing still with head and neck strait;
aligned with the vertebral spine and a silicone tube guide till
the carina, to introduce a lower caliber tube for precede the
tracheobronchial lavage. The average counting of nucleated
cells was 64.650 £49.674. The cytological analyses of the

samples slowed by the average of obtained percentages:
62.74% of macrophages, 15.01% cylindrical epithelial cells,
20.04% of neutrophills, 1.44 of lymphocytes and 0.77% of
eosinophills. It was concluded that this methods of sample
obtention by nasotracheal intubation to reach the tracheo-
bronchial region was efficient to cytological characterization
and cellular differentiation in the obtained samples, being
well supported by the animals.

KEY WORDS: Citocentrifugation, cytology, tracheobronchial lavage, sheep.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a ovinocultura no es-
tado de Sao Paulo abandonou a condicao peri-
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férica para constituir-se na principal exploracao
econdmica de muitas propriedades rurais, e ja
desponta como atividade agropecuaria importan-
te no contexto econdmico do Estado.
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Junto com o crescimento populacional e a
intensifica¢do na produtividade, surgiram diver-
sas doencas, principalmente naqueles animais
mantidos em sistemas de confinamento. Nesses
tipos de criagdo, o estresse ambiental relacio-
nado a alta taxa de lotag¢do predispde ao apare-
cimento de doengas respiratorias. Trata-se de
doencgas que estdo entre as principais causas de
mortalidade nessa espécie, variando de 10% a
40% nos animais adultos (VIEIRA et al., 1993)
e 17% nos jovens (ROOK et al., 1990).

Atualmente, as doengas respiratorias cons-
tituem sério problema de sanidade, com altos in-
dices de morbidade e mortalidade, além de perdas
econdmicas representadas pela menor conversao
alimentar, retardo no ganho de peso e gastos com
diagnostico e tratamento (KIMBERLING, 1988;
RAO et al., 1993; MARTIN, 1996).

Tendo em vista a importancia desses pro-
blemas, faz-se necessaria a obtencdo de um
grande numero de informagdes semioldgicas
para melhor acurdcia diagnoéstica, especifica-
mente visando a gravidade do processo, para
que medidas terapéuticas e profilaticas sejam
instituidas prontamente. Com essa finalidade, as
secregOes traqueobronquicas estdo sendo cada
vez mais pesquisadas e associadas ao exame cli-
nico para auxilio diagndstico, tanto citoldgico
quanto microbiologico das vias aéreas.

Através da técnica de quantificacdo e ana-
lise dos tipos celulares, recuperados em amostras
do trato respiratério inferior, € possivel avaliar
o grau da lesdo das vias aéreas inferiores. Tais
informagdes sao usadas no estabelecimento do
diagnoéstico (GONCALVES, 1997), para avalia-
¢ao da intensidade dos processos respiratdrios e
da efetividade do tratamento (COUETIL et al.,
2001).

Além do diagndstico pelo exame clinico,
o estudo citologico € importante para a deter-
minacdo etioldgica das doencas respiratdrias
em diversas espécies animais (WHITWELL &
GREET, 1984; DERKSEN et al., 1989; GON-
CALVES et al., 2004). O lavado traqueal ¢ fre-
qiientemente usado para auxilio no diagnostico
das alteragdes do trato respiratorio de eqiiinos
(FORGARTY, 1990), e de bovinos (GONCAL-

VES, 1997; BARROS et al., 1994).

A lavagem broncoalveolar foi adaptada
para uso em eqiiinos por VIEL (1983), demons-
trando boa correlacdo entre a citologia do lavado
traqueobronquico e a histologia pulmonar nesses
animais, sendo um dos métodos mais utilizados
(WHITWELL & GREET, 1984; DERKSEN et al.,
1989). Atualmente o seu amplo uso ¢ justificado
por oferecer diagndstico rapido e resultados confi-
aveis. Além desse método de colheita, a sondagem
nasotraqueal também ¢ utilizada, com custo menor
que a endoscopia, € se presta ao estudo citoldgico
do lavado traqueobronquico em animais de pro-
ducdo (GONCALVES, 1997).

Nos ovinos, a literatura ¢ escassa (ROLA-
PLESZCZYNSKI et al., 1981) e nao se tem
conhecimento de citagdes nacionais quanto a
citologia do aparelho respiratorio, com o intuito
da caracterizacdo do processo ou como auxilio
diagnostico.

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

A utilizagdo da técnica de colheita do la-
vado traqueobronquico em ovinos ainda nao ¢
explorada. No entanto, como nas outras espé-
cies (GONCALVES, 1997; FERNANDES et al.,
2000; GONCALVES et al., 2004), deve ser util
para o diagnostico e progndstico de enfermida-
des do trato respiratorio.

Historicamente, a literatura mostra o empe-
nho de varios autores no intuito de viabilizarem a
colheita de amostras do trato respiratorio poste-
rior. Inicialmente, foi utilizada no homem por PE-
CORA (1959), que empregou a aspiracao traque-
al, por via transtraqueal, para colheita de material
de vias aéreas inferiores, para cultivo bacteriano.
MANSMANN & KNIGHT (1972) adaptaram a
técnica do aspirado traqueal para uso em eqiiinos
e BEECH (1975) sugeriu que a citologia do mate-
rial assim obtido poderia ser utilizada na avaliagao
de eqiiinos com doengas pulmonares. Desde entao
¢ de utilizagao rotineira em cavalos com doengas
respiratorias cronicas (WHITWELL & GREET,
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1984; COUETIL et al., 2001).

Viarias adaptagdes da técnica inicial foram
desenvolvidas em bovinos, entre elas a lavagem
traqueobronquica por traqueocentese, com a va-
riante de que o liquido de colheita ¢ injetado a
partir da bifurcacao traqueal (GONCALVES,
1987; GONCALVES et al., 1990; BARROS et
al., 1994); a lavagem orotraqueal, com introdu-
¢do do tubo de colheita por via oral e deposi-
¢do do liquido na altura da bifurcacdo traqueal
(CORSTVET et al., 1982); a lavagem broncoal-
veolar as cegas, com introducdo de tubo silico-
nizado no bronquio para inoculagdo do liquido
(SWEENEY & BEECH, 1991; MORI, 2000); e
a lavagem broncoalveolar por endoscopia, com
o endoscopio alojado no segmento bronquial,
sendo o liquido de lavagem ai depositado (FOR-
MAN et al., 1982; PRINGLE et al., 1988; AL-
LEN et al., 1992).

Nos bovinos a intubag¢do nasotraqueal foi
utilizada por GONCALVES (1997), que introdu-
ziu um tubo-guia siliconizado através da narina
e o direcionou até a por¢do mais baixa da tra-
quéia. Por dentro desse tubo guia introduziu uma
sonda de polietileno, onde fez a infusdo de 60ml
de solugao fisioldgica e aspirou o conteudo. Esta
técnica foi utilizada em bezerros para a realiza-
cdo de estudos citologicos, pela possibilidade
de contaminacdo do material com secrecoes do
trato respiratorio anterior (GONCALVES et al.,
2004), mostrando-se, porém, eficiente, na amos-
tragem celular do lavado.

Nos ovinos, a colheita de material de vias
aéreas inferiores tem sido pouco explorada no
que diz respeito ao diagnostico de problemas
respiratorios. A principal utilizacdo dessa espé-
cie animal no estudo das secre¢des broncoalve-
olares visa ao estudo das doengas respiratorias
no homem (GORIN et al., 1979; ROLA-PLES-
CZYNSKI et al., 1981; BEGIN et al., 1983;
BOSSE et al., 1987; BURRELS & WILLIAMS
1987; MORNEX et al., 1994; BROGDEN et
al., 1998). Realizou-se a maior parte das colhei-
tas em animais mortos (MORNEX et al., 1994;
BROGDEN et al., 1998), embora alguns auto-
res tenham feito o experimento com endoscopia
(BEGIN, 1983,) ou por intubagdo endotraqueal
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(GORIN et al., 1979; BOSSE et al, 1987; BUR-
RELS & WILLIAMS, 1987) em animais sub-
metidos a anestesia geral.

Considerando-se a importancia dos prejui-
zos causados pelas doencas respiratdrias em ovi-
nos e a limitac¢ao de informagdes sobre a citologia
de vias aéreas desta espécie no Brasil, o presente
estudo procurou estabelecer uma metodologia
adequada, de baixo custo e pouco traumatica,
para obtencdo de fluido traqueobronquico para
analise citologica.

MATERIAL E METODOS

Incluiram-se neste estudo dezenove ovi-
nos, independentemente de raca e sexo, com
idade entre um e quatro anos, submetendo-os
a contencao fisica em estacao, com a cabeca ¢
pescogo estendido e alinhado com a coluna ver-
tebral.

ApOs a contengdo e assepsia do vestibulo
nasal, foi introduzida, por via nasotraqueal, uma
sonda-guia siliconizada, de 65cm de comprimen-
to e 0,5cm de diametro, previamente esterilizada
e embalada individualmente. Passou-se, na extre-
midade dessa sonda, lidocaina gel, para lubrifi-
cacdo e redugdo do desconforto. Apos adentrar
o vestibulo nasal — a passagem pelo meato nasal
médio — e mediante a constatacao de que a sonda
estava na orofaringe, foi feito um movimento de
rotagdo de 180° para direcionar sua extremidade
dorsalmente. Com isso ocorreu o toque da sonda
na epiglote e seu direcionamento para a laringe e
traquéia. O desconforto, meneios de cabega, saida
de ar pela extremidade da sonda-guia, seguida
ou nao de tosse, foram os sinais indicativos de
sua localizagdo na via aérea. Aguardou-se, a se-
guir, 0 momento da inspiracao, para que a sonda
fosse empurrada sem resisténcia pela traquéia,
até a regido da carina. Com a sonda instalada e
fixada manualmente, introduziu-se um tubo de
polietileno com 85c¢m de comprimento e 0,3cm
de didmetro, adaptado a uma agulha calibre 30,
sem bisel. Esse tubo foi introduzido até a saida
de sua ponta, aproximadamente cinco centimetros
além da extremidade final da sonda-guia, produ-
zindo tosse no animal. As sondas eram marcadas
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individualmente, de modo a mostrar o quanto elas
foram introduzidas.

ApOs a sondagem nasotraqueal, colheram-
se as amostras por método de lavagem traqueo-
bronquica (GONCALVES et al., 2004). Por
meio de uma seringa estéril com capacidade de
60ml, adaptada ao conjunto, foram injetados e
imediatamente aspirados de 30 a 50ml de solugao
salina isotonica comercial estéril e apirogénica,
de acordo com o tamanho do animal. Realiza-
ram-se aspiragdes sucessivas a medida que a
sonda ia progressivamente sendo retirada. Apds
a obtenc¢do de amostra aparentemente adequada,
em volume e aspecto (turvacdo), removeu-se
completamente o conjunto de sondas. O liquido
do lavado traqueobronquico obtido foi acondi-
cionado em tubo de ensaio de polietileno, arma-
zenado em caixa isotérmica com gelo e enviado
ao Laboratério de Citopatologia do Servico de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia de Botucatu, da UNESP, no tempo
maximo de duas horas, para processamento e
realizagdo de estudos citologicos.

Para a contagem total de células, homoge-
neizou-se o liquido do lavado traqueobronquico
em agitador de tubos (Phoenix —Mod. AT 56), por
dez segundos, realizando-se a contagem do niime-
ro total de células em camara de Neubauer, sem
a utilizacdo de corantes. Empregaram-se os nove
quadrados da cAmara, em analogia com a técnica
descrita para contagem de leucécitos. O numero
total de células encontrado foi multiplicado por 1,1
(fator de corregdo), fornecendo o niimero total de
células por microlitro de lavado, segundo COLES
(1984). Multipilicou-se o valor encontrado por 10°,
para obtencao do valor em células/ml. Obteve-se
a impressao celular em laminas histologicas de
vidro com extremidade fosca por meio de citocen-
trifugacao (Revan Centrifuga Cilco Cito) de 200
microlitros do lavado traqueobronquico a 800rpm
por seis minutos. As laminas foram coradas pelos
métodos de Giemsa e Shorr, para identificar as
células, avaliar suas caracteristicas morfoldgicas
e realizar as contagens diferenciais. Para colora-
¢ao de Shorr, fixaram-se as laminas com solugado
de alcool etilico a 95%, imediatamente apds a
citocentrifugagdo. Para a colora¢do por Giemsa,

secaram-se as laminas ao ar ambiente, fixando com
metanol (KOSS, 1992).

Analisaram-se, para cada animal, nimero
e porcentagem de células epiteliais cilindricas
(CEC), macrofagos (M), neutrofilos (N), linfocitos
(L) e eosindfilos (E). Contaram-se quatrocentas
células em microscopio 6ptico comum, com au-
mento de 400x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica foi bem suportada pelos ovinos
submetidos ao método de colheita. Ela ndo exi-
giu a necessidade de sedagao e forneceu material
adequado para realizacdo de estudos citologicos.
Foi segura, pratica, pouco traumatica e atingiu o
objetivo de obtengdo de amostra representativa
daregido traqueobrdnquica, constituida por gran-
de quantidade de macréfagos alveolares e pouca
contaminagdo por células do trato respiratorio
anterior (ZINKL, 1992). O tubo-guia foi utiliza-
do neste trabalho para evitar a contaminacao por
células da orofaringe e da traquéia, o que pode
ocorrer nos lavados bucotraqueais e nasotraque-
ais (CORSTVET et al., 1982; GONCALVES,
1997, GONCALVES et al., 2004). Como ha a
necessidade de que o lavado represente o pulmao
como um todo para o estudo dos processos infla-
matorios, o liquido foi depositado na bifurcagdo
traqueal, evitando-se a limita¢ao provocada pela
lavagem broncoalveolar as cegas, realizada com
a introduc¢do do tubo-guia no bronquio (SWE-
ENEY & BEECH, 1991; MORI, 2000) ou por
endoscopia (PRINGLE et al., 1988; ALLEN et
al., 1992). A introdugdo desse tubo contribuiu,
também, para desencadear o reflexo de tosse, fa-
vorecendo a colheita de células das regides mais
profundas (GONCALVES, 1997).

Segundo GONCALVES et al. (2004), os
resultados citolégicos da literatura de lavados
broncopulmonares sdo variados, em virtude da
falta de padronizag¢do de técnicas de colheita,
principalmente no que diz respeito a comparacao
de animais sadios e doentes. Por isso, € necessario
o reconhecimento das limitacdes metodoldgicas
que podem interferir nos resultados.

O numero total de células nucleadas no
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lavado traqueobronquico apresentou média de
64.650 £ 49.674 células por mililitro, com pouca
varia¢do, atingindo um maximo de 165.000 cé-
lulas. A contagem total e diferencial obtida neste
trabalho esta apresentada na Tabela 1.

As amostras do lavado traqueobrdnquico
de ovinos clinicamente sadios caracterizaram-se
por predominio de macréfagos, acima de 60% do
total de células, seguindo-se por 15% de células
epiteliais cilindricas, 20% de neutrofilos, 1,4%
de linfocitos ¢ 0,77% de eosinoéfilos, o que estad
de acordo com os achados de GONCALVES et
al. (2004), com excecao dos eosinofilos, que nao
foram identificados por esses autores, em bezer-
ros sadios.

O predominio de macrofagos nas amos-
tras obtidas neste estudo (Figura 1) indica que o
liquido obtido foi representativo das vias aéreas
distais (ZINKL, 2002). Segundo a literatura, ha
varia¢ao na populagdo de células, na dependéncia
do local de colheita. Ocorre predominio de células
epiteliais cilindricas na amostras traqueais. J4 nos
lavados traqueobronquicos ou broncoalveolares,
a célula predominante ¢ o macrofago, caracteri-
zando amostragem das vias mais profundas do
pulmao (DERKSEN et al., 1989; GONCALVES
et al., 2004).

A literatura demonstra porcentagens bai-
xas de neutrofilos em animais sadios, variando
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de 6,0 % a 8,9% em bovinos e eqiiinos, respec-
tivamente (FERNANDES et al., 2000; GON-
CALVES et al., 2004). Os dados deste trabalho
revelaram média de 20,04%, valor superior ao
encontrado na literatura citada. Esse fato pode
estar relacionado ao habito de pastejo e tipo de
manejo dos ovinos, que recebem racao pulveru-
lenta e sdo mantidos em ambientes fechados e
com cama, facilitando a inalagdo e instalag¢ao de
agentes patogénicos e alérgenos ambientais, o
que aumenta o aporte de células de defesa, como
os neutroéfilos, para o limem traqueobronquico.
Sabe-se que os neutrofilos sao as células de de-
fesa mais mobilizadas na inflamagao (LEID &
POTTER, 1985).

TABELA 1. Contagem total de células nucleadas e contagem
diferencial das células do lavado traqueobronquico de ovinos
sadios, média (m), mediana (md) e desvios-padrio (s).

m md S
Células nucleadas (/ml) 64.650 57750,0 49,674,3
Macroéfagos (%) 62,74 67,54 20,04
Células epiteliais cilin-
e (%f 1501 12,06 9,8
Neutréfilos (%) 20,04 12,75 20,26
Linfocitos (%) 1,44 1,0 1,27
Eosinofilos (%) 0,77 0 1,8

FIGURA 1. Visdo panoramica de
células do lavado traqueobronquico
de ovinos sadios, com predominio
de macrofagos (—p>).

Notam-se algumas células epiteliais

cilindricas (—>) — Shorr (400x).



Metodologia de colheita de células do trato respiratorio em ovinos sadios ... 423

Em relagdo as células epiteliais cilindricas,
pelos dados, este trabalho concorda com os de
GONCALVES et al. (2004), que encontraram
14,9% dessas células nas amostras estudadas.
Aqui se verificaram 15,01% de células epiteliais
cilindricas, a maioria ciliada (Figura 2), refletindo
a integridade do epitélio de revestimento bronco-
pulmonar, nos ovinos sadios.

A contagem diferencial de linfocitos no
lavado traqueobronquico de eqiiinos ¢ contro-
versa, na dependéncia da técnica de colheita
utilizada. Por via endoscopica, em animais cli-
nicamente sadios, o numero de linfocitos varia
de 30% a 50% da populacao total de células do
lavado (NAYLOR etal., 1992; SWEENEY etal.,
1992a,b; McGORUM et al., 1993), Em ovinos
sadios, utilizando a endoscopia, BURRELLS &
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CONCLUSOES

Com relagdo a metodologia utilizada para
obtenc¢do das amostras de via aéreas posteriores,
o lavado traqueobronquico por via nasotraqueal
mostrou-se eficiente na obtencao de amostras de
vias aéreas distais, com representatividade celu-

WILLIAMS (1987) encontraram 21,9% de lin-
focitos. J& COLLIE et al. (1999) registraram 3%
dessa célula em BAL de ovinos. A porcentagem
de linfécitos no lavado traqueobronquico, obtida
neste trabalho, foi ainda mais baixa (Tabela 1), no
entanto concorda com os dados de GONCALVES
et al. (2004), que estudaram a celularidade do
lavado traqueobronquico de bezerros.

A presenca de eosindfilos nesta espécie dis-
corda da literatura (GONCALVES et al., 2004).
No entanto, ¢ equiparada a porcentagem encon-
trada em lavados traqueobronquicos de eqiiinos
(LARSON & BUSCH, 1985; DERKSEN, 1989;
SWEENEY & BEECH, 1991; FERNADES et al.,
2000). Provavelmente, nos ovinos, relaciona-se
a presenca de verminose, ja que sdao altamente
susceptiveis a endoparasitas.

y &

Q?.

2w
v

FIGURA 2. Células epiteliais
cilindricas e ciliadas —
Giemsa (500x).

lar da regido broncopulmonar. E de facil realiza-
¢do, utiliza material de baixo custo, no entanto,
requer treinamento ¢ habilidade para passagem
da sonda em menor tempo possivel, sem muito
desconforto ao animal, o que evita contamina-
¢do por células do trato respiratorio anterior. O
seu uso ¢ recomendado como adjuvante no estu-
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do do sistema respiratorio de ovinos. Por isso, o
uso dessa técnica deve ser estimulado no estudo
do sistema respiratorio de ovinos e recomendado
como método auxiliar no diagndstico das doen-
cas respiratorias.
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