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RESUMO

Com o proposito de avaliar a seguranga, a eficacia
diagnoéstica da bidpsia pulmonar e comparar a possivel
ocorréncia de complicagdes decorrentes da técnica, entre
bezerros sadios e com broncopneumonia induzida, utiliza-
ram-se dez bezerros (G1) sadios e vinte bezerros portadores
de broncopneumonia, divididos em quatro grupos de cinco
bezerros (G2 a G5), os quais foram biopsiados 12, 24, 48 ¢
72 horas ap6s a inoculagdo com Mannheimia haemolytica,
respectivamente. A presenca de crepitacao grossa, som sub-
macigo a percussao ¢ as alteragdes radiograficas auxiliaram
no diagnoéstico da broncopneumonia e localizaram a area
pulmonar a ser biopsiada nos grupos G2 a G5. As alteragdes

microscopicas, visualizadas nos animais do grupo G2 a G5,
foram as de broncopneumonia fibrinopurulenta. Nos bezer-
ros do grupo G1 as alteragdes relacionadas a técnica foram:
tosse, epistaxe, dispneia mista, taquipneia e taquicardia.
Cinco (25%) bezerros com broncopneumonia desenvolve-
ram hemotodrax apos a biopsia e as alteragdes relacionadas a
técnica foram: taquipneia, taquicardia, tosse, dispneia mista,
apatia, mucosas palidas e dectbito. Conclui-se que a bidpsia
pulmonar permite o diagndstico de broncopneumonia em
bezerros, contudo as complicagdes decorrentes da técnica
limitam o seu uso apenas nas situagdes em que os métodos
convencionais ndo tenham possibilitado o diagnoéstico.
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ABSTRACT

PULMONAR BIOPSY IN CALVES WITH BRONCHOPNEUMONIA INDUCED BY Mannheimia haemolytica

The purpose of this study was to evaluate the safety
and diagnostic efficacy of lung biopsy and to compare the
possible occurrence of complications due to this technique
in healthy calves and in calves with bronchopneumonia.
Thirty Holstein calves were divided into a group of ten
healthy animals (G1) and into four experimental groups
(G2 to G5) of five calves each submitted to lung biopsy
at 12, 24, 48 and 72 hours after intratracheal inoculation
of Mannheimia. haemolytica, respectively. Lung crackles,
dull sound on percussion of the lung area, and radiographic
abnormalities were helpful in localizing the site for biopsy in

group with bronchopneumonia. The microscopic abnormali-
ties consisted of fibrinous bronchopneumonia these groups.
In the calves of group Gl1, the alterations resulting from
the procedure were cough, epistaxis, dyspnea, tachypnea,
and tachcardia. Five calves (25%) with bronchopneumonia
presented hemothorax after biopsy as well as tachypnea,
tachycardia, cough, dyspnea, apathy, pale mucous, and
decumbence. It was concluded that lung biopsy allowed to
the diagnosis of bronchopneumonia in calves, however the
severe complication of technical limit its use only when
conventional methods have not enabled diagnosis.

KEY WORDS: Bronchopneumonia, calves, lung biopsy, Mannheimia haemolytica.
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INTRODUCAO

O diagnostico das doengas respiratorias
nos bovinos pode ser realizado mediante técnicas
ndo invasivas, como o exame fisico, radiografia
toracica, ultrassonografia, isolamento viral e
testes sorologicos, ou por meio da aplicacdo de
métodos invasivos, como a endoscopia, o lavado
broncoalveolar e transtraqueal, a bidpsia pulmonar
e a toracocentese (ZAVALA & BEDELL, 1972;
GONCALVES et al., 2004; BERTAGNON et al.,
2007).

Embora a compreensao da histoéria clinica,
o exame fisico, a ausculta¢do e as radiografias
toracicas sejam considerados excelentes métodos
de rotina para a detec¢dao de anormalidades pul-
monares, faltam-lhes a especificidade necessaria
para o diagnostico etioldgico e para o planeja-
mento racional de um protocolo terapéutico. Para
o diagnostico especifico geralmente € preciso
realizar avaliagdes microbiologica, histologica ou
citologica dos tecidos acometidos (ROUDEBUSH
etal., 1981).

A biopsia pulmonar ajuda na caracterizagao
de lesdes superficiais e subpleurais e na diferen-
ciagdo entre condi¢des inflamatorias, alérgicas,
enfisematosas, edematosas e neoplasicas (BRAUN
et al., 1999), fornecendo evidéncias conclusivas
para o diagnostico (VIEL, 1985). Mediante a
obten¢do de amostras adequadas de tecidos que
permitam o diagndstico citologico ou histologico
preciso, a bidpsia pulmonar garante ao clinico a
conclusao sobre o melhor tratamento e progndstico
(STONE, 1995).

Para RAPHEL & GUNSON (1981), a
biopsia pulmonar transtoracica nao ¢ um proce-
dimento comum, provavelmente em virtude da
falta de descricao de técnicas. Embora seja uma
técnica simples (DERKSEN, 1999), complicagdes
raras podem ocorrer, restringindo-se a hemoptise
transitoria (WARNER, 1990; NAYLOR et al.,
1992), pneumotorax ou hemotorax (ZAVALA &
BEDELL, 1972; OLGIVIE & MOORE, 1995).

Com o advento das técnicas de imagem
em tempo real, a bidopsia pulmonar tornou-se um
método rapido e efetivo para o diagnodstico de
doencgas pulmonares, representando um procedi-

mento com baixa morbidade, facil realizacdo com
pouca ou nenhuma sedacao do paciente (WOOD
et al., 1998).

Dada a necessidade de melhoria das condi-
¢oes diagndsticas das afecgdes respiratdrias em
bovinos e de comprovacao da validade de novas
técnicas diagnoésticas, complementares a prope-
déutica clinica, foram objetivos deste trabalho:
avaliar a seguranga e a eficdcia diagndstica da
bidpsia pulmonar em bezerros portadores de pneu-
monia induzida experimentalmente e comparar a
ocorréncia de complicagdes decorrentes da técnica
de biopsia pulmonar entre bezerros clinicamente
sadios e portadores de broncopneumonia experi-
mental.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se trinta bezerros clinicamente
sadios, da raca Holandesa, machos e com idade
variando entre trés e sete dias. Os cuidados com
instalagdes, bezerros e os procedimentos expe-
rimentais foram previamente aprovados pela
Camara de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Unesp-Botucatu (063/2003).

Constituiram-se aleatoriamente cinco gru-
pos experimentais, de acordo com a inoculagdo
do agente etiologico Mannheimia haemolytica (M.
haemolytica) e o momento da biopsia pulmonar.
Com exce¢do dos bezerros do grupo G1 (grupo
controle), a broncopneumonia foi induzida por M.
haemolytica nos demais animais dos grupos G2 a
GS5. Formou-se o grupo G1 por dez bezerros, € os
demais grupos experimentais (G2 a G5) por cinco
bezerros cada.

Os bezerros passaram por um periodo de
adaptacao de 28 dias, durante o qual foram manti-
dos em baias individuais e alimentados diariamen-
te com quantidade de leite integral equivalente a
10% do peso vivo, distribuida em duas mamadas,
agua fresca, feno e racdo comercial ad libitum.

Terminada a fase de adaptacdo, induziu-se
a broncopneumonia nos bezerros dos grupos G2
a G5, mediante a inoculagao transtraqueal de
indculo de M. haemolytica (cepa D153), proces-
sado segundo SILVA (2005) e com concentracao
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estimada em torno de 1 x 10° UFC/ml por es-
pectrofotometria (McCLENAHAN et al., 2000)
e confirmada por contagem direta em esfregaco
em placa pela técnica de Breed (QUINN et al.,
1994). Conservou-se o inoculo em gelo e dentro
de, no maximo, uma hora apos a preparagao foi
introduzido pela via transtraqueal nos bezerros
em decubito lateral (VESTWEBER et al., 1990),
utilizando-se cateter (I-Cath - Tecnobio®), 5 ml da
cultura de M. haemolytca contendo 1 x 10°UFC/
ml (McCLENAHAN etal., 2000), e, a seguir, mais
5 ml de BHI estéril.

Exames fisicos foram realizados em todos
os bezerros imediatamente antes e apos a bidpsia
pulmonar, utilizando-se protocolo adotado por
GONCALVES et al. (2001), sendo os resultados
anotados em fichas individuais.

Na fase seguinte, submeteram-se os bezerros
dos grupos G2 a G5 a biodpsia pulmonar transto-
racica 12, 24, 48 e 72 horas apos a inoculagao,
respectivamente. O procedimento de bidpsia foi
precedido pelo exame fisico e radiografico da area
pulmonar, com o propdsito de determinar o local
da biopsia. Ap6s o procedimento de bidpsia, todos
os bezerros dos grupos G2 a G5 foram reexami-
nados e em seguida eutanasiados e submetidos ao
exame post mortem.

Depois da definicdo do local da biodpsia,
realizaram-se tricotomia, antissepsia da pele e blo-
queio anestésico local com solugdo de cloridrato
de lidocaina 2%. Apds a incisdo da pele, com bis-
turi, a agulha de biopsia semiautomatica (4 x 16G,
Bauer Medical®) foi inserida no torax, em angulo
reto a superficie corporal e com profundidade
maxima de aproximadamente 5 cm. Objetivando
evitar os vasos intercostais, inseriu-se a agulha
no centro dos espagos intercostais. O nimero de
tentativas para realizacdo da bidpsia e o tamanho
dos fragmentos obtidos foram anotados em fichas
individuais.

Os bezerros do grupo G1, que ndo sofre-
ram a inoculacdo do agente etioldgico, foram
submetidos a bidpsia pulmonar no sétimo espago
intercostal direito, aproximadamente 10 cm acima
de uma linha horizontal imaginaria tragada sobre
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a articulagao escapuloumeral, e ap6s doze horas
ao exame radiografico para verificar a presenca de
complicacdes associadas a técnica. Em seguida, os
bezerros desse grupo também foram sacrificados
e submetidos ao exame post mortem.

As amostras colhidas foram conservadas em
formalina tamponada a 10% até a realizagdo do
exame histopatologico.

Avaliaram-se possiveis complicagdes re-
lacionadas a bidpsia pulmonar no exame post-
mortem. As hemorragias pleurais, atribuidas ao
procedimento, foram analisadas de acordo com
o escore de severidade segundo BRAUN et al.
(1999), que determinam escore I para lesdo pleural
inferior a 5 mm sobre area inferior a 4 mm?, escore
IT para lesao pleural entre 5 € 15 mm sobre area
entre 4 e 25 mm? e escore 11l para lesdo pleural
superior a 15 mm sobre area superior a 25 mm?
de superficie.

Os fragmentos pulmonares foram processa-
dos de maneira habitual e incluidos em parafina.
Coraram-se secoes histologicas dos blocos de
parafina, entre quatro a cinco micrdmetros, pelo
método de hematoxilina e eosina (HE) para pos-
terior exame sob microscopia optica de luz.

Os dados obtidos foram submetidos a ana-
lise descritiva, sendo os resultados expressos em
percentual.

RESULTADOS

A bidpsia pulmonar transtoracica foi facil-
mente realizada nos bezerros do grupo G1. Neste
grupo, 50% (5/10) ndo apresentaram alteracdes
clinicas relacionadas ao procedimento de bidpsia.
As principais alteragdes evidenciadas imediata-
mente apoés o procedimento, nos demais animais
deste grupo, foram: tosse, epistaxe, dispneia mista
e elevacao das frequéncias cardiaca e respiratoria,
sendo que estas ultimas retornaram aos valores
considerados normais para a espécie em aproxi-
madamente quinze a vinta minutos (Tabela 1). Os
exames fisicos e radiograficos, realizados doze
horas apos bidpsia, ndo revelaram a presenca de
hemotodrax e pneumotorax.
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TABELA 1. Alteragoes clinicas evidenciadas apds o procedimento de bidpsia pulmonar transtoracica nos bezerros sadios
(grupo G1) e com broncopneumonia induzida por Mannheimia haemolytica (grupos G2, G3, G4 ¢ GY5)

Grupos
Gl G2 G3 G4 G5

Alteragdes n % n % n % n % n %
Taquipneia 3 30 3 60 2 40 2 40 3 60
Taquicardia 3 30 2 40 1 20 1 20 2 40
Dispneia 1 10 1 20 1 20 1 20 1 20
Tosse 1 10 1 20 1 20 1 20
Decubito permanente 1 20 1 20
Apatia 1 20
Epistaxe 1 10
Mucosas palidas 1 20
Sem alteragdes 5 50 2 40 3 60 3 60 2 40

2 numero de animais

Ainda no grupo controle, as lesdes decor-
rentes da bidpsia consistiram em hemorragias da
musculatura intercostal e hemorragias subpleurais,
tendo estas ultimas areas de lesdo de 35 mm? em

média e predominio do escore 3 (7/10, 70%),
seguido do escore 2 (3/10, 30%) de severidade
(Tabela 2).

TABELA 2. Parametros avaliados em relacdo ao procedimento de bidpsia pulmonar transtoracica nos bezerros sadios
(grupo G1) e com broncopneumonia induzida por Mannheimia haemolytica (grupos G2, G3, G4 ¢ GY5)

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
P (n* = 10) (n=>5) (n=>5) (n=>5) (n=>5)
7°(10/10 3° (4/5 3°(4/5 3° (4/5 3° (4/5
Local da bidpsia (EI®) ( ) (4/5) (4/5) L) L)
4° (1/5) 4°(2/5) 4° (1/5) 4° (1/5)
Numero médio de tentativas 1,5(1-3) 2,4(2-3) 2 2 1,8 (1-2)
Tamanho do fragmento (mm) 43(2-06) 2,4(2-3) 3,02-4) 4,02-5) 3,6 2-5)
Area lesionada (mm?) 35(10-60) 16 (10 —40) 20 (10 —40) 28 (10— 60) 35 (25-40)
i I 30% 80% 60% 40% -
Escore de severidade®
111 70% 20% 40% 60% 100%
Hemotorax --- 20% 20% 20% 40%

* Nimero de amostras,® Espago intercostal,* Segundo BRAUN et al. (1999)

Artefatos em decorréncia da técnica de biop-
sia como areas de colapso alveolar nas extremida-
des das amostras, observadas em todas as se¢des
histoldgicas, e invaginagdo de bronquios e de
bronquiolos, foram observados, respectivamente,
em um e em dois bezerros do grupo controle.

Abroncopneumonia foi induzida com suces-
so nos grupos experimentais G2 a G5. Os achados
dos exames fisicos realizados imediatamente ap6s

a inoculacdo consistiram, predominantemente, de
alteracdes no padrao respiratdrio, com taquipneia,
dispneia mista, respira¢do superficial e costoab-
dominal. A intensidade dessas anormalidades
variou entre os bezerros de mesmo grupo e entre
0S grupos.

A é4rea pulmonar a ser biopsiada nos animais
desses grupos (Tabela 2) foi determinada pela
presenca de crepitacdo grossa, som submacico a
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percussao durante o exame fisico, falta de campo
pulmonar aerado e presenca de broncogramas
aéreos na regido cranioventral visualizada nas
radiografias toracicas.

As lesdes atribuidas ao procedimento de
bidpsia, nos animais dos grupos G2 a G5, estdo
descritas na Tabela 2. Esses animais apresen-
taram hemorragias subpleurais com areas de
lesdo variando entre 10 e 60 mm? e, em relacdo
ao escore de severidade, observou-se predomi-
nio dos escores 3 e 2, sendo respectivamente
observados em 55% (11/20) e 45% (9/20) dos
bezerros. Entre os animais inoculados com M.
haemolytica, 25% (5/20) apresentaram hemoto-
rax agudo apos a bidpsia, o que foi confirmado
na necrdpsia. Os sinais clinicos observados
nesses casos consistiram em tosse, dispneia e
decubito prolongado; um dos bezerros apresen-
tou palidez de mucosas de forma aguda (Tabela
1). Assim como no grupo controle, ndo foram
observadas alteragdes clinicas decorrentes do
procedimento em 50% (10/20) dos animais com
broncopneumonia induzida.

Os fragmentos pulmonares obtidos foram
adequados a avaliacdo histopatologica. As alte-
racdes microscopicas entre os grupos G2 a G5
foram semelhantes em aparéncia e severidade.
Consistiram em broncopneumonia fibrinosa lobar
aguda, sendo caracterizada por maci¢a exsuda-
¢do de proteinas plasmaticas para o interior dos
bronquios, bronquiolos e alvéolos, e consequente
obliteracdo da maioria dos espacos aéreos com
exsudato. Observaram-se, nas secc¢oes histologi-
cas, edema, hemorragia perivascular, distensdo de
septo alveolar, presenca de fibrina em quantidade
moderada e em alguns casos areas de necrose
de coagulacdo envolvendo grupos de alvéolos,
delineados por capilares congestos e repletos de
fibrina, material proteinaceo, colonias bacterianas,
eritrocitos, neutrofilos e macrofagos. Proximo a
margem da lesdo, notou-se a presenca de exsuda-
to contendo neutrofilos e macrofagos formando
uma transi¢do abrupta entre o tecido lesionado e
o sadio, sem cépsula de tecido fibroso. Amostras
de bidpsia colhidas de dois bezerros (2/20, 10%)
apresentavam a arquitetura tecidual pulmonar
normal.
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DISCUSSAO

Nos bezerros sadios a biopsia pulmonar
transtoracica foi facilmente realizada, sendo ob-
tidas amostras adequadas a avaliacdo histologica,
0 que confirma as observagdes de DERKSEN
(1999), que considera a técnica simples e de facil
execucdo. Porém, cuidados devem ser tomados
com relacdo a ocorréncia de artefatos no exame
histologico, em virtude da bidpsia pulmonar, in-
cluindo colapso alveolar e invaginagao do epitélio
bronquiolar paro o limen. A ocorréncia desses
artefatos, nas secc¢oes histoldgicas obtidas dos be-
zerros do grupo controle, deve-se, provavelmente,
a compressao tecidual provocada pelo acionamen-
to do dispositivo de corte da agulha de bidpsia.
Contudo, a biopsia foi considerada representativa,
pois permitiu visualizar unidades funcionais do
tecido pulmonar, como bronquios, bronquiolos e
alvéolos em todas as secdes histologicas. Trata-se
de resultados semelhantes aos obtidos em bovinos
por DUNGWORTH & HOARE (1970) e BRAUN
et al. (1999), em equinos por DUNGWORTH &
HOARE (1970) e RAPHEL & GUNSON (1981)
e em ovinos por BRAUN et al. (2000).

Outros autores também visualizaram as mes-
mas lesdes atribuidas ao procedimento de biopsia
realizado no presente estudo (BRAUN et al., 1999,
2000). Entretanto, BRAUN et al. (1999) observa-
ram escores de lesdo inferiores, provavelmente
porque no presente estudo a determinagao desse
escore foi realizada doze horas apods a bidpsia,
nao havendo tempo para que ocorresse reparo do
tecido lesionado.

As alteracdes clinicas, observadas em
bezerros sadios, ap6s a bidpsia sdo equivalentes
as descri¢des prévias da literatura (BRAUN et
al., 1999, 2000). A elevagdo das frequéncias
cardiaca e respiratéria ocorreu, provavelmente,
em consequéncia do estresse da contencdo dos
bezerros em decubito lateral, uma vez que elas
retornaram a valores considerados normais para
a espécie instantes depois da realizagao da téc-
nica. A auséncia de pneumotdrax e hemotorax
nos bezerros sadios contradiz as observagdes de
outros autores que apontam essas situagdes como
comuns apds os procedimentos de bidpsia pul-
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monar (ZAVALA & BEDELL, 1972; OLGIVIE
& MOORE, 1995).

Assim como no experimento de FAGLIARI
(2003), a administracdo intratraqueal de cultura
pura de M. haemolytica em fase logaritmica re-
sultou no desenvolvimento de broncopneumonia
em todos os bezerros. A variagdo na severidade da
doenga clinica entre os grupos e dentro dos grupos,
provavelmente, foi consequéncia de diferengas na
eficacia dos mecanismos de defesa pulmonar. Outro
ponto que pode ter contribuido para essas variagoes
refere-se ao nivel de transferéncia de imunidade
passiva, via anticorpos colostrais (BERTAGNON et
al., 2007), fator esse nao pesquisado neste estudo.

A bidpsia pulmonar transtoracica mostrou-
se util na avaliacdo da broncopneumonia, corro-
borando com descri¢des observadas em bovinos
portadores de pneumonia intersticial (PRINGLE,
1992), em equinos portadores de doenga pulmonar
obstrutiva cronica (RAPHEL & GUNSON, 1981;
NAYLOR et al., 1992) e de hemorragia pulmo-
nar induzida pelo exercicio (DOUCET & VIEL,
2002), caes portadores de lesdes pulmonares
(ROUDEBUSH etal., 1981; WOOD et al., 1998)
e cdes e gatos portadores de lesdes toracicas (Mc-
MILLAN et al., 1988). Considere-se, para isso, 0
fato de a bidpsia ter caracterizado o quadro histo-
patologico de broncopneumonia fibrinopurulenta,
semelhante as descrigdes observadas em bezerros
com mannheimiose (PANCIERA & CORSTVET,
1984; VESTWEBER et al., 1990). Confirma-se,
desse modo, a utilidade desse procedimento no
diagnostico de afecgdes pulmonares de nature-
za infecciosa ¢ em condigdes focais. Contudo,
a observagdo da arquitetura tecidual pulmonar
normal em 10% (2/20) das amostras obtidas de
animais portadores de broncopneumonia pode
ser explicada pela falta de representatividade da
area pulmonar amostrada. Outrossim, registrou-
se uma eficacia diagndstica de 90% nos animais
biopsiados, valor similar aos de outras descri¢gdes
da técnica (STANLEY etal., 1987; WANG et al.,
1988) e superior ao observado por ZAVALA &
BEDELL (1972) e BALSLOV et al. (1988).

A auscultagao pulmonar associada ao exame
radiografico do térax permitiu a localizagao pre-
cisa da area pulmonar a ser pesquisada.

Apesar de a técnica de lavado broncoal-
veolar ser considerada efetiva no diagnoéstico de
enfermidades pulmonares (FAGLIARI, 2003;
GONCALVES et al., 2004; BERTAGNON et al.,
2007), a bidpsia pulmonar apresenta o diferen-
cial de permitir a analise direta do parénquima
pulmonar, podendo se tornar um método diag-
noéstico superior em termos de eficacia. Contudo,
a observagao de hemotdrax apos a biopsia em
25% (5/20) dos animais com broncopneumonia
limita o uso dessa técnica. Essa alta frequéncia
provavelmente ocorreu pela falta de utilizagao de
métodos de imagem em tempo real que pudessem
guiar o trajeto da agulha, uma vez que a area de
lesdo foi localizada na regido cranioventral direita,
proxima a estruturas vasculares de grosso calibre
que compdem o hilo pulmonar.

CONCLUSAO

A biopsia pulmonar transtoracica permitiu
a avaliagdo da arquitetura tecidual do pulmao em
bezerros clinicamente sadios e foi eficaz no diag-
noéstico histopatologico da broncopneumonia ex-
perimentalmente induzida por M. haemolytica.

Os métodos utilizados para guiar a biopsia,
como o exame fisico e a radiografia tordcica, per-
mitiram localizar corretamente a area de lesdo a
ser explorada. Contudo, a ocorréncia de hemotdrax
agudo, principal complicagdo observada apds a
bidpsia em 25% dos bezerros com broncopneu-
monia, torna essa técnica eletiva apenas quando
métodos convencionais ndo tenham possibilitado
o diagndstico.

Maiores estudos devem ser realizados para
melhorar a seguranga e permitir a difusdo da re-
ferida técnica.
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