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RESUMO

OLIVEIRA, T. M. Influéncia do uso de fita nasal na capacidade e funcao respiratoria de
equinos da raca Arabe durante e ap6s o exercicio. [Influence of the nasal strips on respiratory
capacity and function of Arabian horses during and after exercise]. 2015. 90 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Sdo Paulo, 2015.

A fita nasal é amplamente utilizada em equinos durante o exercicio, porém seus resultados séo
controversos e pouco conhecidos em animais que disputam provas de resisténcia. Os objetivos
desse trabalho foram verificar se o uso da fita nasal influencia parametros durante o exercicio
predominantemente aerébico, como frequéncia respiratéria, volume tidal, volume minuto,
tempos de inspiracdo e expiracdo, populacdo de celulas por meio de lavado broncoalveolar,
frequéncia cardiaca e lactato sanguineo. Foram utilizados seis equinos da raca Arabe que
realizaram dois testes de longa duracdo em esteira, sendo um teste com fita e outro sem a fita
nasal. Durante os testes eram realizadas coletas de sangue, espirometria com obtencéo de curvas
de fluxo e volume respiratorio, e registro da frequéncia cardiaca por meio de frequencimetro.
Duas horas ap0s o término do exercicio foi realizado lavado broncoalveolar para realizacéo de
citologia da secrecdo pulmonar. Ndo houveram diferencas entre os parametros ventilatérios
analisados entre 0s animais quando correram com ou sem a fita nasal. Entretanto, a frequéncia
cardiaca foi em média menor durante o exercicio nos animais que se exercitaram com a fita
nasal (p<0,05), podendo indicar uma melhor oferta de oxigénio durante o exercicio de longa
duracdo com o uso da fita nasal, apesar de ndo encontrarmos alteragdes nos parametros de fluxo
e volume respiratorio. Na avaliagdo citologica do contetdo do lavado broncoalveolar, foi
verificada maior porcentagem de neutréfilos apds o exercicio nos animais que se exercitaram
com a fita nasal (p<0,05), indicando que o turbilhonamento na passagem do ar através da
cavidade nasal pode ter diminuido permitindo que particulas maiores se depositassem em
porcdes mais distais do sistema respiratorio, induzindo uma resposta neutrofilica mais intensa.
O uso da fita nasal parece influenciar alguns parametros durante e apds o exercicio em animais
que realizam provas de longa duracdo. Outros estudos devem ser realizados para verificar se
essa influéncia pode melhorar o desempenho desses animais em exercicios predominantemente

aerébicos.

Palavras-chave: Frequéncia respiratdria. Volume tidal. Dilatador nasal. Neutrdfilos.

Capacidade aerdbica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, T. M. Influence of the nasal strips on respiratory capacity and function of
Arabian horses during and after exercise. [Influéncia do uso de fita nasal na capacidade e
funcio respiratoria de equinos da raca Arabe durante e apos o exercicio]. 2015. 90 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

The nasal strip is widely used in horses during exercise, but the results are controversial and
little known in animals that compete for endurance events. The aim of this study was to
determine whether the use of nasal strips influence parameters during predominantly aerobic
exercise, such as respiratory frequency, tidal volume, minute ventilation, inspiratory and
expiratory times, population of cells by bronchoalveolar lavage, heart rate and blood lactate.
Six Arabian horses were submitted to two low intensity tests on a treadmill, one of them with
nasal strip and one without nasal strip. During the tests were carried out blood samples, airflow
and volume curves with spirometry mask, and heart rate was recorded through heart rate
monitor. Two hours after the exercise was performed bronchoalveolar lavage to perform
cytology of pulmonary secretions. There were no differences among ventilatory parameters
analyzed when the horses performed the exercise with or without the nasal strip. However, heart
rate was lower on average during the exercise when the horses were exercised with nasal strip
(p <0.05), which may indicate a better supply of oxygen during the low intensity exercise with
the use of nasal strip, despite we did not find changes in the airflow and respiratory volume
parameters. In cytological evaluation of the content of bronchoalveolar lavage, increased
percentage of neutrophils was observed after exercise in animals with nasal strip (p <0.05),
indicating that turbulence in the airflow through the nasal cavity may have diminished allowing
larger particles to be deposited in distal portions of the respiratory system, inducing a more
intense neutrophilic response. The use of nasal strips appears to influence some parameters
during and after exercise in horses that perform low intensity and endurance tests. Further
studies should be conducted to verify that this influence can improve the performance of these

horses in predominantly aerobic exercises.

Keywords: Respiratory frequency. Tidal volume. Neutrophil Nasal dilator. Aerobic capacity
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1 INTRODUCAO

O enduro esté entre os esportes equestres que mais exigem do cavalo em termos de
condicionamento fisico. Equivalente as provas de maratona no atletismo, o enduro é uma prova
em que 0s animais percorrem distancias de até 160 km (MARLIN; NANKERVIS, 2002). Os
animais sdo treinados para desenvolver a capacidade de captacdo de oxigénio, otimizar a
capacidade oxidativa do musculo, aumentar a eficiéncia na utilizacdo de carboidratos, gorduras
e proteinas e aprimorar o sistema de termorregulacdo, a fim de suportar essas distancias sem
prejuizo a satde dos mesmos (RIDGWAY, 1994). Entretanto, o sistema respiratério ndo possui
a capacidade de se adaptar ao treinamento, diferentemente do sistema cardiovascular e muscular
(HOFFMAN, 2002).

Equinos que competem em provas de enduro necessitam de uma boa capacidade
respiratOria para competir por longos periodos sem apresentar hipertermia, desidratacdo e
disturbios hidro-eletroliticos, porém a consumo maximo de oxigénio parece ndo ter grande
importancia na limitacdo do desempenho. O consumo durante o trote e galope curto pode ser
mais relevante para o desempenho de equinos de enduro (EVANS, 2007).

O sistema respiratdrio dos equinos apresenta algumas particularidades que diferem de
outras espécies. Caracteristicas como a respiracao obrigatoriamente nasal, maior espaco morto
alveolar e fases de inspiracdo e expiracdo sdo caracteristicos dessa espécie. Supde-se que
algumas dessas particularidades fazem parte de uma estratégia para diminuir o trabalho durante
a respiracdo, como o fato de a segunda fase da expiracdo no equino ser ativa e,
consequentemente, a fase inicial da inspiracdo ser passiva (LEKEUX; ART, 1994).

Pesquisas envolvendo as limitacdes impostas ao exercicio pelo sistema respiratorio,
incluindo funcao/estrutura pulmonar e capacidade aerdbica, apresentam pouco progresso
(EVANS, 2007). O uso de tecnologias que possam contribuir para melhorar a capacidade e
funcdo pulmonar estdo sendo cada vez mais exploradas na medicina equina. A aplicacdo das
fitas nasais em equinos € estudada na literatura principalmente em atividades que envolvem
testes ou provas de alta intensidade (GEOR et al., 2001; MORLEY et al., 2015), necessitando
de mais estudos para equinos que competem em provas de longa duracéo e baixa intensidade.

Considerando que equinos da raca Arabe podem obter beneficios durante o exercicio
fisico de baixa intensidade e longa durag&o, esse estudo tem como objetivos:

Verificar se 0 uso da fita nasal altera a populagéo de células no lavado broncoalveolar

apos o exercicio de longa duragéo;
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Verificar se a fita nasal interfere no volume e outras variaveis respiratérias em repouso,
durante e apos o exercicio de longa duracéo;

Verificar se 0 uso da fita nasal influencia a frequéncia cardiaca, CK e lactato durante e
apos o exercicio de longa duragéo.

Compreender os eventos mais relevantes sobre a fisiologia animal durante o exercicio é
essencial para que se possa aproveitar ao maximo as caracteristicas que podem tornar o cavalo

um grande campeéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA RESPIRATORIO

Durante o ciclo respiratério o ar atmosférico entra na cavidade nasal pelas narinas, passa
pela faringe, laringe, traqueia e entra no pulmao se distribuindo pelos brénquios até atingir os
alvéolos, onde por difusdo, o oxigénio passa para os capilares sanguineos pulmonares e é
transportado para os tecidos. Todo esse processo é cuidadosamente regulado de modo que a
ventilacdo, fluxo sanguineo do pulméo para os tecidos e transporte dos gases no sangue sao
adequados para atender as necessidades do tipo de exercicio e demanda metabdlica
(ROBINSON, 2007).

A morfologia da cavidade nasal e narinas dos equinos diferem do humano. O esqueleto
na parede lateral da cavidade nasal do equino € incompleto rostral a incisura nasoincisiva, sendo
chamada de porg¢do “mole” da cavidade nasal, onde se localiza uma estrutura conhecida por
falsa narina. Essa estrutura € um diverticulo da passagem nasal que se abre para o aspecto dorso
lateral da verdadeira narina. Durante o exercicio a narina se abre através da ativacdo dos
musculos elevador nasal dorsal e ventral, dilatador lateral nasal, dilatador apical nasal e
elevador nasolabial (GOETZ et al., 2001).

A influéncia da resisténcia a passagem de ar pela cavidade nasal é de grande importancia
em equinos. Durante a respiracdo do animal em repouso, a cavidade nasal, faringe e laringe
fornecem de 60% (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008) a 80% (LEKEUX; ART, 1994) de
resisténcia a passagem do ar. A cavidade nasal é extremamente vascularizada e apresenta uma
grande capacidade de troca de calor com o ar inspirado, porém essas estruturas provocam essa
grande resisténcia do fluxo de ar nessa regido. Essa resisténcia pode ser reduzida com a
dilatacdo das narinas externas (GOETZ et al., 2001) e pela vasoconstricdo do extenso tecido
vascular da cavidade nasal por meio de estimulacdo de fibras nervosas simpéticas que se
distribuem na cavidade nasal (LEKEUX; ART, 1994). A vasoconstricdo por meio de estimulo
simpatico também foi demonstrado em humanos com queda na resisténcia nasal 5 minutos apds
receberem instilacdo de 0,3ml Fenilefrina 1% (OLSON; STROHL, 1987). Quando a velocidade
do fluxo de ar aumenta durante o exercicio, 0s equinos dependem exclusivamente de uma

diminuicdo da resisténcia nasal para manter o trabalho respiratério em um nivel razoavel, visto
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que essa espécie ndo é capaz de realizar a respiragdo pela cavidade oral (CUNNINGHAM,;
KLEIN, 2008).

As alteragOes no didametro da cavidade nasal influenciam significativamente o fluxo de
ar que passa por essa regido na respiracao, visto que essa resisténcia obedece a Equacao de
Poiseuille onde a resisténcia do ar passando por um tubo é determinada pelo raio e comprimento
do tubo, assim como pelas propriedades fisicas do gas respirado. Essa equacgdo €é regida pela
seguinte formula: R=8ul/r* onde R ¢ a resisténcia, | o comprimento, r o raio e p o valor da
propriedade fisica do gas respirado. Esses dados destacam a importancia do diametro da
cavidade nasal, visto que se o raio é dividido por 2, a resisténcia é multiplicada por 16. Essa
importancia ndo € exclusiva da espécie equina, mas diferente de outras espécies, 0s equinos

dependem exclusivamente da respiracdo nasal (LEKEUX; ART, 1994).

2.1.1 Capacidade e funcdo pulmonar

O volume de ar inalado em cada ciclo respiratorio € conhecido como volume tidal. Em
um equino de 500kg com bom condicionamento fisico o volume tidal varia entre 4 e 5 litros
(ROBINSON, 2007), chegando a pouco mais de 6 litros quando o animal realiza uma atividade
de trote leve e a 13 litros com o exercicio intenso (LEKEUX; ART, 1994). O padrao respiratério
é geralmente bifasico em repouso, com componentes ativo e passivos durante a inspiracao e
expiracdo. O volume no pulmdo no fim da expiracdo é inferior a posicdo de equilibrio do
sistema respiratorio, sendo que a inspiracéo se inicia pelo movimento passivo de expansao para
a posicao de equilibrio. A segunda parte da inspiracdo envolve a contragdo ativa do diafragma
e outros musculos respiratdrios que expandem a porcdo caudal da cavidade toracica. A
expiracao inicia com o recuo passivo do torax para a posi¢do de equilibrio e continua com a
contracdo da musculatura abdominal (ROBINSON, 2007). Foi notada uma grande variagdo no
padrdo respiratério de equinos em repouso, com registros de curvas de fluxo inspiratorio
monoféasicas, bifasicas e trifasicas. Porém, nas curvas de fluxo expiratério o padrao
predominante foi realmente o bifasico, com pico de fluxo na primeira fase da expiracdo
(LUMSDEN et al., 1993).

Com o aumento da demanda de trocas gasosas durante o exercicio hd uma maior
necessidade de aumento no volume minuto, que ocorre gragas ao aumento da frequéncia

respiratoria e do volume tidal (ROBINSON, 2007). A contribuicdo relativa do volume tidal e
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frequéncia respiratoria para o volume minuto é relacionada com o andamento do equino. A
frequéncia respiratoria aumenta linearmente do repouso ao cénter (aproximadamente 6 m/s) e
apresenta pequenos aumentos apds essa etapa, enquanto pequenas mudancas ocorrem no
volume tidal entre o repouso e o canter (FRANKLIN; VAN ERCK-WESTERGREN; BAYLY,
2012). Em cavalos de trote o aumento do volume minuto é alcancado por um aumento
simultaneo da frequéncia respiratoria e do volume tidal em exercicios de baixa intensidade,
enquanto que exercicios de alta intensidade esse aumento se d& principalmente pela frequéncia
respiratéria. Em equinos durante o galope, a respiracdo e a locomocao estdo sincronizadas na
proporc¢do de 1:1, com uma média da 110 a 130 mpm. Entretanto, durante o galope o aumento
do volume minuto se da principalmente pelo aumento do volume tidal (LEKEUX; ART, 1994).
Essa proporcdo pode ser de 2 galopes para 1 ciclo respiratorio quando ha a necessidade de
aumento de volume tidal ou indicando alguma doenca obstrutiva, como no caso do
deslocamento dorsal do palato mole. Nessa doenca a obstrugdo é na expiracdo, sendo que
provocara ruidos respiratorios quando os membros toracicos estiverem sustentando o peso em
contato com o solo (ROBINSON, 2007).

Durante o exercicio Lumsden et al. (1993) verificaram que as curvas expiratérias foram
bifasicas e associadas com curvas inspiratorias bifasicas, e que curvas expiratorias monofasicas
foram associadas com curvas inspiratdrias monofésicas e bifasicas. Os autores atribuiram a
grande variedade das formas de curvas a estratégia respiratéria do equino, que possui a segunda
fase da expiracdo ativa e a primeira fase da inspiracao passiva. Acredita-se que esse processo
diminui o gasto energético durante a respiracdo, o que facilita o processo de expansdo da
cavidade toracica durante a inspiracdo, que no equino é proporcionalmente mais espessa que
outras espécies (LEKEUX; ART, 1994).

2.1.2 Avaliacao da funcdo pulmonar

Os testes para avaliacdo de funcdo pulmonar tém sido descritos para identificar graus de
comprometimento da funcdo pulmonar, adaptacdes a estimulos, assim como o exercicio, e
insventigar respostas ao tratamento de doencas pulmonares. Os testes de fungcdo pulmonar séo
particularmente importantes para cavalos de corrida porque uma menor eficiéncia no transporte
de oxigénio e falhas na difusdo através das vias aéreas limitam a oferta de oxigénio para o
musculo em exercicio (EVANS, 2007)



23

O volume e fluxo de ar durante o exercicio pode ser aferido por meio de méscaras com
sensores que captam esses indices durante a respiragdo em equinos. Foi demonstrada na
comparacdo entre uma nova tecnologia de ergoespirometria (Quadflow) e uma méscara de fluxo
aberto que essas mensuractes podem ser realizadas em animais durante testes de esforgo fisico
em esteira. Entretanto, foi observado um ligeiro aumento no lactato sanguineo e frequéncia
cardiaca nos animais com a Quadflow devido as 600gr que esse aparelho tinha a mais em
relagdo a méascara de fluxo aberto, aumentando assim o esforco fisico (CURTIS et al., 2005).

Ainda segundo Curtis et al. (2005) a mascara de espirometria Quadflow possui sensores
de fluxo de resolucdo para 0,1L/segundo continuamente a cada 10 milisegundos, porém o
consumo de oxigénio ndo é calculado. Kusano et al. (2007) padronizaram a escolha das ondas
para analise selecionando trés ondas normais consecutivas em 10 segundos de analise. A
selecdo dessas ondas excluia o que os autores chamaram de grandes ciclos respiratorios, que
interfeririam na analise das ondas ciclicas e homogéneas. Os grandes ciclos respiratorios eram
definidos como ciclos respiratorios que tivessem o volume tidal 10% maiores que o ciclo
anterior. Os autores concluem que os ciclos respiratorios ndo devem ser selecionados
aleatoriamente ap0s o exercicio para andlise de volume tidal, pois esses dados ndo sdo

completamente independentes e é necessario trabalhar com mais de um ciclo respiratério.

2.1.3 Mecanismos de defesa

Um dos mecanismos de defesa do sistema respiratorio anterior consiste na deposicédo de
particulas sobre o sistema mucociliar. As particulas sdo aspiradas e entram em contato com a
superficie do sistema respiratério, sendo que a distancia que elas percorrerdo serd dependente
do tamanho da particula e pelo padrao respiratorio de cada animal. Particulas maiores do que
5um de diametro entram em contato com a parede das vias aéreas por impactacéo inercial. Esse
contato ocorre nas curvaturas das vias aéreas anteriores, pois elas se movimentam em alta
velocidade sem conseguir acompanhar as curvas da via aérea. Conforme a velocidade do fluxo
diminui nas regides mais distais do pulméao, as particulas de 1 a 5 um de didmetro se depositam
nas paredes das vias aéreas por sedimentacdo. O padrdo respiratorio influencia na deposicédo de
forma que a respiracdo profunda e lenta transporta as particulas até porcGes mais distais do
pulmao, ao passo que a respiracdo mais rapida e superficial exacerba a deposicéo inercial nas
vias aéreas anteriores (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).
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O sistema respiratorio ainda apresenta como mecanismo de defesa a imunidade inata,
por meio do recrutamento de neutréfilos e da presenca dos macréfagos residentes, e a
imunidade adaptativa que estd representada na presenca das imunoglobulinas (LUNN;
BREATHNACH; SOBOLL, 2007). Os macrofagos sdo células residentes dos brénquios e
alvéolos que podem se transformar em células inflamatdrias ativas e sdo as mais abundantes
nas secre¢des pulmonares em cavalos sadios. Essas células podem conter em seu citoplasma
debris fagocitados como eritrocitos (hemossiderdfagos), células que sofreram apoptose, esporos
fungicos, muco (macrofagos espumosos) e pdlen (ZINKL, 2002; HODGSON; HODGSON,
2007). Eles se originam na medula 6ssea como mondcitos e se diferenciam durante a sua
passagem do sangue para 0s alvéolos. As proteinas surfactantes auxiliam o macréfago a
eliminar particulas viaveis, que uma vez fagocitadas, sdo destruidas ou transportadas para fora
do pulmdo (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

O neutrofilo geralmente tem um nucleo lobulado com padréo de cromatina intenso e
citoplasma relativamente incolor. Embora exista uma populacdo de neutréfilos residentes nas
vias aéreas dos equinos, a proporcdo dessas células é considerada relativamente baixa
(HODGSON; HODGSON, 2007). Os neutrofilos que entram nas vias aéreas e cavidade toracica
ndo retornam para a corrente sanguinea, sendo que encontrar células mais velhas e mortas séo
eventos normais e esperados em baixas proporcdes. Neutrofilos que sofrem apoptose sdo
comumente encontrados em quadros de obstrucdo recorrente de vias aéreas e doencas
inflamatdrias das vias aéreas. Alguns autores que descreveram a cinética do recrutamento e
remocdo dos neutréfilos no pulmao verificaram que apos exposicdo experimental a alérgenos o
pulmdo do equino mobiliza em poucas horas grande quantidade de neutrofilos, e que esse

namero cai rapidamente em alguns dias (BRAZIL et al., 2005).

2.1.4 Avaliacdo da populacédo de células no pulméo

O lavado broncoalveolar é uma das técnicas para coleta de secrecdes das vias aéreas
distais do sistema respiratorio (FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000). Essa técnica
proporciona acesso as vias aéreas distais de maneira segura e ndo invasiva, por meio de
instilacdo de liquido para facilitar a aspiracdo do conteudo fluido e dos tipos celulares presentes
no lavado (FOGARTY, 1990). A coleta pode ser realizada com o uso de endoscépio flexivel
(CLARK et al., 1995; DEPECKER et al., 2014), onde é possivel a visualizag&o de qual brénquio
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serd avaliado, ou com o uso de um cateter de silicone, com 10mm de didmetro externo, 2,5mm
de didmetro interno e 300cm de comprimento (FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000;
VALDEZ et al., 2004), sendo que geralmente o cateter segue para a por¢do caudodorsal do
pulmdo direito pela posicdo anatbmica dessa estrutura (HODGSON; HODGSON, 2007).

A técnica consiste inicialmente na sedagdo prévia do equino com o2-agonista, como a
Xilazina (0,5-0,75 mg/kg) (VALDEZ et al., 2004; HODGSON; HODGSON, 2007) com ou
sem a associacdo de tartarato de butorfanol (0,01-0,02 mg/kg) (FERNANDES; MORI;
SANCHES, 2000; HOFFMAN, 2008) para amenizar a tosse em animais que apresentem
hipersensibilidade nas vias aéreas. O cateter de silicone ¢ introduzido na narina e segue atraves
do meato ventral até alcancar a porcao distal do brénquio. Enquanto a sonda progride pode ser
instilada solucdo de lidocaina 0,5-1,0% para dessensibilizar a traqueia e diminuir a incidéncia
de tosse ((VALDEZ et al., 2004; HOFFMAN, 2008). Quando ndo houver mais a progressao do
cateter, infla-se o baldo da extremidade distal com 5 ml de ar. O baldo inflado em excesso pode
causar uma hemorragia iatrogénica e contaminar a amostra do lavado (REYNOLDS, 1987). Na
sequéncia instila-se solucéo fisiologica 0,9% (CLARK et al., 1995; VALDEZ et al., 2004) ou
solugdo fosfatada salina tamponada (PBS) associada a heparina soédica (5 Ul/ml)
(FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000) para lavar a regido dos bronquiolos e alvéolos.

O volume de solucdo instilada indicada varia de 50 a 500ml. Volumes menores
instilados durante o procedimento podem resultar na lavagem apenas dos bronquiolos, sem
ocupar o espaco alveolar. Nesses casos espera-se uma maior propor¢do de neutrofilos e
leucacitos totais, pois esses habitam em maior nimero os bronquiolos comparado aos alvéolos
(SWEENEY et al., 1992; VALDEZ et al., 2004). A recuperacdo do volume instilado varia de
40 a 60% (VALDEZ et al., 2004) a 80 a 90% em outros estudos (CLARK et al., 1995),
dependendo do volume total que foi instilado.

A recuperacdo do liquido instilado deve ser lenta e cuidadosa. Pressdo negativa
excessiva pode causar colapso das vias aéreas e trauma no epitélio respiratorio resultando em
uma diminui¢do no volume recuperado e contaminacao da amostra por sangue (HODGSON;
HODGSON, 2007). A aspiracdo manual com seringa proporciona a recuperacdo de um volume
menor de liquido comparado com bomba de vacuo (SWEENEY; BEECH, 1991), mas permite
uma aspiracao cuidadosa evitando a pressao negativa em excessiva (VALDEZ et al., 2004).

Alguns estudos tentaram caracterizar diferencas na citologia dos lavados realizados em
locais diferentes do pulméo, como no lado esquerdo ou direito. Meyer et al. (1998) néo
encontraram diferenca entre os lavados dos lados direito e esquerdo em seis cavalos de corrida

saudaveis, assim como McGorum et al. (1993) ndo encontraram diferenca significativa entre os
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dois lados em sete equinos saudaveis e em seis equinos com doenca obstrutiva cronica.
Entretanto, Sweeney et al. (1992) encontraram diferenca sendo uma maior porcentagem de
mastécitos no pulméo esquerdo em 23 equinos saudaveis em compara¢do com o direito, assim
como Depecker et al. (2014), que encontraram maior percentual de neutrofilos,
hemossiderofagos e relacdo hemossider6fago/macr6fago no pulméo direito em relacdo ao
esquerdo. Ha uma grande divergéncia na literatura referente a caracterizacdo da citologia em
diferentes locais do pulmao, ao ponto de ser indicada sempre a coleta dos dois lados para um
melhor acesso da celularidade do pulmdo e diagnostico mais preciso de enfermidades
inflamatorias do sistema respiratério posterior (DEPECKER et al., 2014).

Os valores de referéncia para a contagem diferencial de células nas amostras de
secrecdes pulmonares em equinos saudaveis variam de acordo com a idade (MCKANE;
CANFIELD; ROSE, 1993), com a tecnica utilizada e local de coleta (MAIR; STOKES;
BOURNE, 1987), com volume injetado e recuperado (SWEENEY et al., 1992) e com atividade
fisica prévia a coleta (DERKSEN, 1991; CLARK et al., 1995). No lavado broncoalveolar os
macrofagos representam a maioria das céluas variando de 40 a 70% nos valores relativos. Os
linfocitos apresentam uma variacdo maior de 7,2 a 60% e sua presenca geralmente € maior que
dos neutrofilos (1,5 a 22%), apesar de que alguns autores classificam amostras com indices
maiores que 5% indicativa de doenca inflamatéria (MALIKIDES et al., 2003). Porém, esses
mesmos autores salientam que o uso exclusivo desse indice no lavado broncoalveolar ndo deve
ser utilizado para diagnodstico definitivo de inflamacdo no pulmao. Outras células como
eosindfilos, mastdcitos, multinucleadas e células epiteliais podem ser encontradas no lavado de
um equino sadio, porém em propor¢oes baixas (SWEENEY; BEECH, 1991; FERNANDES;
MORI; SANCHES, 2000). Na avaliacdo de diferentes locais de coleta, Mair, Stokes e Bourne
(1987) observaram valores de células epiteliais de 32,5% em lavados bronquiais e 14,3% em
lavados broncoalveolares. Os autores atribuem esses dados a contaminacdo da amostra pela
passagem do endoscopio atraves do sistema respiratorio anterior, regido que apresenta grande
quantidade de células epitelias decorrente da renovacgio constante do epitélio. (COUROUCE-
MALBLANC et al., 2002) também identificaram um aumento de células epiteliais em animais
com baixo rendimento em provas. Porém, esses autores atribuiram esses resultados a possiveis
infeccdes virais associadas que levariam a erosdo epitelial, apesar de ndo apresentarem outros
sinais de doenca.

A coleta seriada das secre¢fes pulmonares pode influenciar a propor¢éo de células no
lavado. Foi observado um aumento transitério do nimero de neutréfilos 48 horas ap0s a coleta

(SWEENEY et al., 1994), porém esse aumento parece nao persistir por muito tempo. Clark et
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al. (1995) realizaram lavados broncoalveolares com 7 dias de intervalo em 14 equinos de
corrida por 10 semanas. Nessas amostras os valores relativos dos leucécitos ndo se alterou
significativamente durante esse periodo Esse intervalo de 7 dias entre as coletas foi o suficiente
para que os valores da citologia voltassem para os valores basais, sendo que pode ser utilizado
em coletas seriadas sem interferéncia do procedimento anterior (FERNANDES; MORI;
SANCHES, 2000).

O lavado traqueal é outro método bastante utilizado para obtencdo de secrecdes
pulmonares. A amostra pode ser coletada via endoscopia (HUGHES et al., 2003; EVANS;
KIDDELL; SMITH, 2011) através da introducdo de uma sonda pelo canal de trabalho, ou pela
técnica de coleta transtraqueal (FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000), onde € introduzida
uma canula entre os aneis traqueais no terco médio da traqueia, e em seguida, um cateter de
polietileno ¢ introduzido pela canula até chegar a regido da carina. Esse segundo método é
escolhido quando é necesséria a obtencdo de amostra de maneira asséptica (BEECH, 1991).

Existem diversos métodos para 0 preparo e processamento das amostras para a
realizacdo do exame citologico. As amostras s@o centrifugadas e a ldmina é realizada com o
sedimento ressuspendido (SWEENEY; BEECH, 1991). O uso de diferentes corantes para
identificacdo dos tipos celulares pode influenciar na leitura da lamina. Os corantes do tipo
Romanoswky sdo de baixo custo, faceis de preparar e armazenar, € cora muito bem o citoplasma
e nlcleo das células (TYLER et al., 2002). Entretanto, Hughes et al. (2003) demonstraram que
com a coloracdo de Romanowsky (Diff-Quick®) a visualizacdo de mastocitos na lamina nao
foi apropriada, indicando o uso de uma coloracdo metacromatica (Leishman’s) quando o
objetivo é a avaliacdo dessas células. O método de Rosenfeld foi classificado como um método
pratico, de rapida execucdo e que permite a identificacdo de todos os tipos celulares presentes
nos lavados (FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000). A contagem diferencial de leucécitos
é realizada com a identificacdo das 300 primeiras células consecutivas na lamina, tanto no
lavado broncoalveolar quanto no lavado traqueal (DERKSEN et al., 1989).

Diversos artigos discutem e comparam as técnicas para coleta de secre¢des pulmonares.
Hughes et al. (2003) compararam as técnicas em um estudo retrospectivo com 48 equinos de
corrida que apresentavam queda no desempenho e verificou uma maior porcentagem de
mastocitos no lavado broncoalveolar em comparagdo com o lavado traqueal, justificando essa
diferenca pela maior presenca de mastocitos na regido alveolar. Verificou também que os
eosindfilos estdo distribuidos mais uniformemente na regido distal do sistema respiratorio,
apesar de que maiores porcentagens sdo encontrados geralmente em amostras de lavado

traqueal. Em outro artigo com o0 mesmo grupo de animais, Malikides et al. (2003) demonstrou
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diferenca entre os valores de referéncia de neutréfilos nas amostras, com maiores porcentagens
no lavado traqueal. Essa diferenga foi atribuida a &rea coletada, movimentacdo do pulméo
durante o exercicio e pelo aumento do fluxo respiratério, o que levaria ao aumento do nimero
de neutrdfilos na traqueia, mas nao nos brénquios e alvéolos.

O exercicio prévio ao lavado também pode influenciar a porcentagem de células na
amostra. Foi observado que equinos que estavam ativamente envolvidos nas provas de corrida
apresentavam maiores indices de neutrofilos do que animais que eram submetidos a trabalhos
leves (MCKANE; CANFIELD; ROSE, 1993) e ap0s o exercicio os valores também eram
maiores do que antes do exercicio. O exercicio altera o padrdo respiratério, elevando a
frequéncia respiratoria e aumentando a deposicdo de particulas nas por¢cdes mais distais do
sistema respiratorio, aumentando assim a resposta imune nessa regido (CUNNINGHAM;
KLEIN, 2008).

2.2 ENZIMAS MUSCULARES

Entre as enzimas musculares mais utilizadas como marcadores de lesdo muscular esta
a Creatinafosfoquinase (CK). Essa enzima é uma grande proteina que normalmente
permanecem dentro das células, a menos que as membranas das células se tornem mais
permeaveis ou danificadas (ROSE; HODGSON, 1994; MARLIN; NANKERVIS, 2002).

A CK catalisa a transferéncia do fosfato da creatina fosfato para o ADP e esta
amplamente distribuida nos tecidos, apresentando trés isoenzimas de importancia analitica:
MM (presentes na musculatura esquelética), MB (presente no coracdo) e BB (presente no
cérebro) (NAGY, 1989). O aumento nas concentragdes séricas de CK geralmente € interpretado
como indicativo de lesdo muscular, porém alguns autores sugerem que esse aumento pode estar
relacionado com a carga do exercicio. Em alguns casos, aumentos muito significativos (CK
maior que 30000 UI/L) tém sido relatados em cavalos de enduro sem evidéncia clinica de lesdo
muscular. Esses valores séricos seriam devido a um aumento na permeabilidade da membrana
mitocondrial com extravasamento dessas enzimas para a circulacdo (ROSE; HODGSON,
1994).

AlteracOes na concentracdo sérica de CK ocorrem mais rapidamente do que outras
enzimas musculares, como a AST. Enquanto valores de CK podem diminuir em um periodo de

6 a 48 horas ap0s o exercicio, valores de AST apresentam o pico com 24 horas ap0s 0 exercicio,
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podendo manter-se elevados durante semanas (ROSE; HODGSON, 1994). Isto ocorre em

fungdo da meia vida da CK ser muito menor que a da AST.

2.3 LACTATO

Valores de lactato aumentam no plasma e no sangue devido a difusdo e/ou transporte
ativo do musculo esquelético em atividade. Durante todos os tipos de exercicio o lactato é
produzido pelo musculo, mas altas concentracbes de lactato ndo ocorrem antes que altas
intensidades no exercicio sejam alcancadas. Cavalos PSI apresentam valores plasmaticos de
lactato de 25 a 30 mmol/L apds exercicios de alta intensidade. Em contraste, cavalos que
disputam provas de enduro apresentam pequenos aumentos nas concentraces plasmaticas,
chegando a 2 mmol/L apos a atividade fisica (ROSE; HODGSON, 1994).

A medida que ocorre um aumento na intensidade do exercicio fisico, existe um
acréscimo na demanda de oxigénio corporal que pode exceder a capacidade do sistema
cardiorrespiratorio de ofertar oxigénio para o metabolismo aerdébio. Nestas condi¢cdes ocorre a
glicolise até a etapa de formacgédo do piruvato e este, sem utilizar oxigénio, capta os elétrons da
glicolise formando &cido lactico (lactato) (ROSE; HODGSON, 1994). Quando ha necessidade
de energia prontamente disponivel, o glicogénio é quebrado anaerobicamente em acido latico
(MARLIN; NANKERVIS, 2002).

A estimativa do maximo estado estavel de lactato, considerada como o padréo ouro para
determinacdo da capacidade aerébica em humanos e equinos, € definido como a maior
velocidade constante na qual a concentracdo de lactato no sangue permanece constante.
Portanto, representa o ponto no qual a producéo e remocéo do lactato na circulacdo sanguinea
estd em equilibrio (LINDNER, 2010). Estudos recentes mostram que esse valor em equinos
ainda nao esta bem estabelecido, porém parece ser menor quando comparado a humanos
(LINDNER, 2010; MIRANDA et al., 2014).
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24  USO DA FITA NASAL

O uso da fita nasal tem sido amplamente utilizado em equinos em diversas modalidades
esportivas. A atividade em que mais se observa o uso dessa tecnologia é em corridas nos
hipédromos com o objetivo principal de evitar ou diminuir episddios de hemorragia pulmonar
induzida pelo esfor¢o, doenca muito comum em animais PSI que causa prejuizo no desempenho
dessa atividade (POOLE et al., 2000; MORLEY et al., 2015) . Esse método se tornou popular
em humanos apo6s os Jogos Olimpicos de Atlanta 1996 e a partir dai tem sido utilizado em
vérios atletas de varias modalidades esportivas, além do uso em casos de congestdo nasal
durante o sono, durante a gestacdo e em pacientes com alguma dificuldade respiratéria
(DINARDI; ANDRADE; IBIAPINA, 2014). Outro estudo em humanos conclui que a fita nasal
pode reduzir a energia gasta pela ventilacdo nasal durante o exercicio devido a sustentacao dada
a parede do vestibulo nasal lateral (GEHRING et al., 2000).

Apesar do uso disseminado em diversas modalidades esportivas, 0 uso da fita nasal em
humanos apresenta diferentes resultados em todos os niveis de esforco, apesar da maior
possibilidade de métodos diagnosticos disponiveis e da evidente cooperacdo da especie
estudada. Por meio de métodos com rinometria acustica, espirometria, analise de gases
expirados e analises sanguineas, ndo foi observada influéncia do uso da fita nasal no
desempenho durante exercicio maximo ou submaximo (OVEREND et al., 2000), nos limiares
de lactato (BOGGS; WARD; STAVRIANEAS, 2008) e esforco respiratorio, VO2max e
frequéncia respiratoria (O’KROY, 2000). Entretanto, outros estudos verificaram a influéncia
positiva do uso da fita na diminuicdo da frequéncia cardiaca e melhora do VO2max (DINARDI;
DE ANDRADE; IBIAPINA, 2013), melhora na capacidade respiratéria nasal (TONG; FU,;
CHOW, 2001) e aumento do fluxo nasal com queda na resisténcia nasal (PORTUGAL et al.,
1997).

O uso das fitas nasais para equinos também apresenta resultados controversos em
diferentes racas e modalidades esportivas. Em equinos a fita nasal envolve externamente a
regido da falsa narina, podendo assim ter como efeito benéfico a diminuicdo da resisténcia na
passagem do ar durante exercicio intenso, resultando na diminuicdo ou prevencdo do colapso
dindmico da parede lateral das narinas (GOETZ et al., 2001), diminuindo a resisténcia na
passagem do ar pela cavidade nasal e pressédo intrapleural (ERICKSON; EPP; POOLE, 2007).
Alguns autores demonstram que o uso da fita nasal diminui a pressao inspiratoria e o grau de

esforgo requerido pelos musculos respiratorios, reduzindo a energia requerida pela respiragdo
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(HOLCOMBE et al., 2002), e que associada ao uso da furosemida reduz a fadiga e a ocorréncia
de HPIE em testes de esfor¢o em esteira (MCDONOUGH et al., 2004). Outro grupo de pesquisa
que utilizou animais PSI demonstrou que ndo ha influéncia do uso da fita nasal no metabolismo
anaerdbico, trocas gasosas e na ocorréncia de Hemorragia Pulmonar Induzida pelo esforgo
(GOETZ et al., 2001). A auséncia da influéncia da fita nasal durante exercicios de alta
intensidade foi justificada por 3 possibilidades. Primeiramente, em equinos saudaveis
realizando exercicios de alta intensidade o colapso dindmico da parede nasal lateral pode nao
ocorrer, sendo que ndo ha relatos documentando claramente a ocorréncia desse colapso durante
esse tipo de exercicio. Outra possibilidade seria de que a aplicacdo da fita nasal ndo seria o
suficiente para sustentar as estruturas envolvidas na contracdo muscular da regido acima da
narina. Finalmente, a terceira possibilidade seria de que o beneficio pela discreta reducéo na
resisténcia do fluxo pela cavidade nasal ndo promoveria mudancas de magnitude suficiente para
afetar os parametros avaliados e serem detectados pela metodologia aplicada nesse estudo
(GOETZ et al., 2001).

Utilizando o exame endoscopico em seis equinos em repouso, Holcombe et al. (2002)
mostraram que a aplicacdo da fita nasal traciona a pele acima da valva nasal, puxando a prega
da concha dorsal lateralmente, aumentando a area de sec¢éo transversa do meato dorsal. Devido
a essa alteracdo, durante o exercicio intenso a 100 e 120% da frequéncia cardiaca maxima,
foram encontrados valores de pressdo e resisténcia inspiratoria menores nos animais que
executaram o teste com o uso da fita nasal. Um mecanismo semelhante para diminuicdo da
resisténcia do ar nas vias aéreas foi proposto com o uso das fitas nasais em humanos (AMIS et
al., 1999). Como o fluxo foi 0 mesmo com uma resisténcia menor, os autores afirmaram que
houve uma diminuicdo do esforco dos masculos respiratérios, propondo que o uso da fita nasal
causa uma tensdo na pele acima da valva nasal aumentando a estabilidade da regido, o que
diminuiria da passagem do ar e a carga de trabalho dos musculos respiratorios, possibilitando
ao equino alcancar melhor desempenho durante o exercicio intenso.

Em um estudo comparando 23 equinos da raca PSI em dois momentos, com e sem 0 uso
da fita nasal, Valdez et al. (2004) verificaram por meio de lavado broncoalveolar 12 a 18 horas
apos a corrida, diferencas significativas apenas nos nimeros relativos e absolutos de linfécitos,
com maiores indices nos animais que se exercitaram sem a fita nasal. Os autores concluiram
que essas alteracGes seriam secundarias a maior mobilizacdo de células do tecido pulmonar ou
um influxo de células inflamatdrias dentro dos pulm@es, como descrito por outros autores que
encontraram resultados semelhantes (COUETIL; DENICOLA, 1999). A média do niimero total
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de leucocitos quando os equinos correram com a fita nasal n&o diferiu de quando eles correram
sem a fita nasal.

Garotti e Angeli (2009) utilizaram a fita nasal em 6 cavalos em treinamento da raca
Arabe durante provas de enduro de 20 Km e verificaram que ndo ha influéncia da fita nos
parametros de frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e lactato sanguineo. Entretanto, ndo
foram realizados testes especificos de fungdo pulmonar nesses animais, sendo que o beneficio
do uso da fita nasal durante o exercicio pode ndo ter sido alcancado pelo método de avaliacédo.

Cavalos da raca Arabe geralmente sio utilizados para provas de resisténcia, que exigem
um bom desempenho das vias respiratorias. Apesar dos resultados conflitantes existentes na
literatura, ndo ha nimero suficiente de pesquisas envolvendo o uso da fita nasal em equinos em
exercicio de baixa intensidade e longa duragédo. Acreditamos que o uso da fita nasal possa trazer

mudancas no metabolismo desses equinos atletas durante o exercicio assim como em humanos.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 6 equinos da raga Arabe, sendo 2 machos e 4 fémeas, com peso de 350
e 382Kg, idade média de 9 £ 1 ano (entre 8 e 11 anos) (Quadro 1), que nao foram submetidos
a nenhum protocolo de treinamento fisico. Os animais foram alojados aos pares em baias com
dois cochos para alimentacdo e um cocho para agua. Eram alimentados com feno coast-cross e
agua ad libitum, além de 2 Kg de racdo comercial peletizada de manutencéo dividida em duas
vezes ao dia. Anteriormente ao periodo de testes de esforco, 0s animais passaram por exame
clinico visando avaliar a higidez dos mesmos. A avaliacdo dos animais seguiu protocolo padrao

pré-estabelecido conforme descrito:

o Avaliacdo fisica — afericdo das frequéncias cardiaca, respiratoria e
movimentacao cecal através de auscultacdo cardiaca, pulmonar e movimentacéao
da véalvula ileocecal, respectivamente, mensuracdo da temperatura retal,
inspecdo das mucosas aparentes e tempo de preenchimento capilar (TPC) e

exame de claudicacéo.

o Exames complementares — Hemograma.

Quadro 1 - Descrigao dos animais utilizados segundo sexo, peso(Kg) e idade(anos), no inicio do
experimento — S&o Paulo - 2015

Animal Sexo Peso (kg) | Idade (anos)
1-Branca F 370 8

2-Nega F 356 8

3-Falta F 363 8
4-Orelha F 350 10
5-Gerva M 375 9
6-Rouse M 382 11
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3.1  PREPARO E ADAPTACAO DOS ANIMAIS

O preparo dos animais foi realizado durante os 3 meses que precederam os testes de
esforco. Os cascos eram inspecionados e 0 casqueamento realizado a cada 20 dias ou conforme
a necessidade, visto que os animais ndo utilizavam ferradura. Todos os animais foram
vermifugados com ivermectina associada a praziquantel.

No inicio da adaptacéo os animais foram trazidos individualmente a sala da esteira do
Laboratdrio de Medicina Esportiva Equina da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo. Dentro da sala, eles eram ambientados & acustica da sala, aos
sons da esteira e do ventilador, a luminosidade e aos membros da equipe. Apés a
ambientalizagéo, eles iniciavam o trabalho com manta da esteira em movimento, sendo
exercitados a passo e trote por 10 a 15 minutos por dia. Ao fim do exercicio a mascara era

posicionada nos animais até ndo se mostrarem incomodados com Sseu uso.

3.2 COLETA DE DADOS

Cada animal foi submetido a dois testes de esforco em esteira, um com a fita nasal e
outro sem a fita nasal, de maneira randomizada e com um intervalo minimo de 7 dias entre um

teste e outro.

3.2.1 Lavado Broncoalveolar

Todos os animais foram submetidos a trés lavados broncoalveolares sendo o primeiro
deles sete dias antes do inicio dos testes e 0s outros dois 180 minutos apds o inicio da realizacédo
dos dois testes de esfor¢o (com e sem fita nasal).

Para realizacdo do lavado o animal foi posicionado no tronco de contencéo, sedado com
Xilazina® na dose de 0,5mg/kg e realizada contencdo fisica com cachimbo. O cateter de
silicone para lavado broncoalveolar de 3 metros Bivona® era posicionada através do meato

ventral da narina direita e direcionada até os brénquios, sendo utilizado 20 ml de solugdo com
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lidocaina 0,5% para dessensibilizacdo das vias aéreas inferiores quando a sonda adentrasse a
traqueia. No momento em que ndo houvesse mais a progresséo do cateter, inflava-se o baldo na
extremidade distal do cateter com 5 ml de ar e infundia-se 40ml de solucéo fisioldgica 0,9%,
sendo aspirado na sequéncia o conteldo do lavado por meio de succdo leve com seringa. O
conteldo era aspirado até a recuperacgdo de aproximadamente 50% do volume total infundido e
esse material foi armazenado em tubos Falcon® e processado em seguida.

As amostras foram centrifugadas em centrifuga a 3500rpm por 10 minutos e descartado
0 sobrenadante em seguida. O botdo formado pelas células no fundo do tubo Falcon® foi
ressuspendido e com esse material realizava-se o esfregago em duas laminas de microscopia.
Essas laminas foram coradas pelo método de coloracdo de Rosenfeld, onde foram expostas por
3 minutos ao corante de Rosenfeld e em seguida adicionado &gua destilada, permitindo o
contato da lamina com o corante por mais 10 minutos. Apds esse periodo a lamina foi lavada
em agua corrente e posicionada para secar (ROSENFELD, 1947).

A leitura das laminas foi realizada apos a coleta de todos os lavados por um Gnico
observador em microscopia Optica de imersdo em aumento de 800x. Eram contadas as 300
primeiras células observadas, sendo classificadas em: células epiteliais, macrofagos,
neutrofilos, eosindfilos, linfécitos, multinucleadas e macrofagos espumosos. A proporcao

dessas células no lavado foi registrada em porcentagem e em valores absolutos.

3.2.2 Frequéncia cardiaca

Para obtencdo da frequéncia cardiaca durante o teste de esforco foi utilizado o
frequencimetro da marca Polar ProTrainer 5 Equine Edition®. O elastico com os eletrodos era
umedecido e posicionado 20 minutos antes do inicio do teste no térax do animal, sendo que o
sensor de frequéncia cardiaca era sempre posicionado do lado esquerdo sem a realizacdo de
tricotomia nessa regido. Apds o posicionamento correto, o transmissor foi posicionado no
elastico e entdo realizado um teste para verificar se estava ocorrendo a transmisséo do sinal para
o relégio. A coleta dos dados de frequéncia cardiaca se iniciava quando o animal ja estava
posicionado na esteira, imediatamente antes do inicio do teste, e se estendia até 5 minutos apos
0 exercicio.

Apos o fim do teste, os dados coletados eram transmitidos para o computador por meio

do auxilio da interface infravermelha USB para o software Polar Weblink®, possibilitando a
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obtencdo da curva da frequéncia cardiaca antes, durante e depois do teste. Esses dados foram
transportados para o programa Excel® para analise estatistica e comparacdo das curvas em

diferentes momentos.

3.2.3 Coleta de sangue

No dia anterior ao teste de esforco era realizada tricotomia na regido da veia jugular
esquerda para colocacdo de cateter venoso. No dia do teste apds assepsia era realizada a
colocagéo do cateter venoso 14G entre os tercos médio e proximal da veia jugular esquerda,
logo apds a realizacdo de anestesia local com 1ml de Lidocaina 2% sem vasoconstritor. Foi
acoplado ao cateter um tubo extensor com uma torneira de 3 vias na outra extremidade, com o
intuito de facilitar as coletas durante o exercicio. Apds esse procedimento, era injetado nesse
sistema solucéo heparinizada na concentracdo de 10000 UI/L, assim como ap0s cada coleta
realizada durante o teste. Foram obtidas amostras de sangue antes, durante e 180 minutos apos
inicio do teste de esforco, quando era retirado o cateter venoso. Durante o exercicio as coletas
de sangue foram realizadas nos 30 segundos finais de cada estagio, sendo eles com 15min (F1),
30min (F2), 45min (F3) e 60min (F4). Essas amostras foram coletadas em tubos siliconizados
sem anticoagulantes e tubos siliconizados com fluoreto de sddio para a mensuragdo dos
parametros de CK e lactato, respectivamente. Apos o final de cada estagio a manta da esteira
era pausada por 1 minuto para o posicionamento da mascara e coleta dos dados dos valores

respiratorios.

3.2.4 Espirometria

Para a obtencdo dos valores de frequéncia respiratéria, fluxo e volume respiratorio foi
utilizado um sistema de coleta com mascara Quadflow (CURTIS et al., 2005), que necessita de
calibracdo prévia do pneumotacdmetro. Essa calibracdo foi realizada por meio do software da
Medgraphics Breezesuite com seringa de 6 litros e posicionamento em série de 4 medidores,
para 0 uso posterior desses medidores em paralelo na mascara. A mascara cobria a cavidade

oral e narinas dos equinos e permitiu a dilatacdo completa das narinas. Ela possui uma borracha
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que veda a regido entre a superficie da méascara e a pele do animal, impossibilitando a entrada
de ar por outro local que ndo os medidores (Figura 1). Os valores referentes a temperatura

ambiental, umidade relativa e pressdo atmosférica eram registrados no momento calibracao.

Figura 1 - Imagem mostrando equino na baia com a mascara e 0s pneumotacoémetros
acoplados — Sédo Paulo — 2015

Fonte: Laboratério de medicina esportiva equina (LAMEQ)

Foram obtidos valores basais dos animais na baia antes do teste sem a paramentacéo
necessaria para o teste, sendo que nesse momento basal os animais ndo utilizaram a fita nasal.
Durante o teste de esfor¢o de longa duracdo as coletas com a mascara foram realizadas com
animal na esteira apds o fim de cada estagio. A manta da esteira era pausada e a coleta realizada
durante 30 segundos, sendo que ao completar um minuto de pausa, o exercicio era retomado ja
no proximo estagio. Foram realizados 4 estagios de 15 minutos, completando uma hora de teste,
além da Gltima coleta com a mascara ap0s 5 minutos do término do teste.

Estes dados foram obtidos e registrados pelo software WFATester®, onde gerava-se
curvas de fluxo e volume respiratérios, além dos dados numéricos desses parametros.
Posteriormente esses dados foram transferidos e analisados no programa Excel®.

Com os dados obtidos, foram selecionados os primeiros trés ciclos respiratorios
sequenciais semelhantes e livres de artefatos (degluticdo, expelir o ar com for¢a) de cada animal
e em cada momento. Foi calculada a média desses trés ciclos para obtermos os valores de fluxo
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respiratorio, volume tidal e frequéncia respiratoria. Por meio dessas variaveis foi possivel a
obtencdo do volume minuto, tempo de inspiracdo, tempo de expiracdo, razdo inspiracéo e

expiracao no ciclo em cada momento de cada animal.

3.3 COLOCACAO DA FITA NASAL

No dia do teste em que o animal realizava o experimento com a fita nasal foi realizado
0 posicionamento da mesma 30 min antes do inicio do teste. A regido da pele acima das narinas
era limpa com &gua e sabdo neutro, sendo seca em seguida. A fita nasal era posicionada 3,8 cm
acima da narina com o auxilio de um guia comercial de posicionamento. Essa fita possui 3
hastes de sustentacdo (rostral, média e caudal) que objetivam sustentar a regido rostral a incisura
nasoincisiva, onde ndo ha sustentacdo 0ssea (Figura 2). Essa regido é anéloga a valvula nasal
em humanos (POOLE et al., 2000).

Figura 2 - Fita nasal posicionada na regido rostral & incisura nasoincisiva no equino — Sao Paulo - 2015

Fonte: Laboratdrio de medicina esportiva equina (LAMEQ)
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3.4  TESTE DE LONGA DURACAO

Todos os testes foram realizados entre as 14:00hrs e 17:30hrs dentro de um periodo de
10 dias, porém com um intervalo minimo de 7 dias entre o primeiro e o segundo teste de cada
animal. No dia do teste 0 animal recebia apenas a ra¢do do periodo da manh& (7:00hrs), porém
o feno e &gua eram ad libitum. Ap6s o preparo do animal, com colocacdo de cateter venoso e
frequencimetro, este era levado a sala da esteira para realizar o teste de esforco de longa
duracdo. O teste foi realizado a uma velocidade constante de 3,2m/s durante 60 minutos sem
inclinacdo da esteira, quando eram realizadas as coletas (Quadro 2).

Quadro 2 - Momentos das coletas nos equinos do experimento para as diferentes provas laboratoriais
realizadas no teste de longa duragdo — So Paulo — 2015.

MO F1 F2 F3 F4 M1 M2
0 15 min | 30 min | 45 min | 60 min | 65 min 180

min

Lactato X X X X X X
CK X X X

Espirometria X X X X X X
Lavado X

Broncoalveolar

Foram registrados os parametros de temperatura ambiente, umidade relativa e
temperatura corporea retal do equino no inicio e no término de cada teste.

As amostras de sangue foram processadas no Laboratério de Bioquimica e Hematologia
do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. As determinacGes foram obtidas pelo Analisador Bioquimico
Automatico Labtest® modelo Labmax 240, utilizando-se 0s seguintes métodos:

- Lactato: método de UV enzimatico (WESTGARD; LAHMEYER; BIRNBAUM,
1972) com a utilizagdo de kit comercial Lactato Kovalent (ART 1100075K), produzido pela
Kovalent do Brasil Ltda;
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- Creatinaquinase: teste de UV otimizado (SOCIEDADE GERMANICA DE QUIMICA
CLINICA, 1977), com a utilizagio de kit comercial da BioSys CK-Nac FS produzido pela
DiaSys Diagnostic Sysrems GM & Co. - Reino Unido;

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi aplicada de maneira diferente para cada variavel, com o objetivo
de verificar variagdes entre animais que realizaram o teste com e sem fita, além da variacdo dos
parametros no decorrer do teste.

Para quantificar a variagdo da citologia do lavado foi utilizada modelagem de regressao
(ANOVA para 1 fator) para verificar se os valores médios na medicéo basal, com e sem fita
apresentam diferencas. Esse modelo foi aplicado para cada variavel, sendo elas: Celulas
epiteliais, eosinofilos, neutrofilos, linfécitos, macréfagos, células multinucleadas, macrofagos
espumosos. O nivel de significancia das analises é de 95% e foi utilizada a metodologia de
Tukey para construcdo dos intervalos de confianca, pois, mesmo quando testamos varias
diferencas, ele mantém o coeficiente de confianca global de 5%. Empregamos a metodologia
de Tukey que constroi os intervalos de confianca para testar se essas diferencas séo
significativas fixando o coeficiente de confianca em 95%. Para verificar de forma ndo
paramétrica se ha diferenca entre os instantes de medicéo, foram realizados testes de Wilcoxon
para amostras pareadas.

Para analisar as variaveis da espirometria (frequéncia respiratoria, volume tidal, volume
minuto, tempo de inspiracdo, tempo de expiracdo e relacdo do tempo de inspiracdo/tempo de
expiracao), analise de lactato e CK, foram ajustados modelos de medidas repetidas (ANOVA
para 2 fatores) que levam em consideracdo o tempo, a presenca/auséncia de fita e a estrutura de
correlacdo advinda de termos medidas realizadas nos mesmos animais ao longo do tempo, com
nivel de significancia das analises de 95%.

A variavel frequéncia cardiaca teve sua analise dividida entre os instantes durante o
exercicio e durante a recuperacdo. Também foram ajustados modelos de medidas repetidas
(ANOVA para 2 fatores) gue levam em consideracdo o tempo, a presenca/auséncia de fita e a
estrutura de correlagdo advinda de termos medidas realizadas nos mesmos animais ao longo do

tempo, com nivel de significancia das analises de 95%.
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Para a realizacdo das analises estatisticas foram utilizados os programas R: R versao
2.15.1 (2012-06-22) e Excel: Microsoft Office Excel 2007 para aplicagdo dos testes e tabulacéo
dos dados, respectivamente.
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4 RESULTADOS

Todos os testes de longa duragdo foram realizados entre os dias 09/03/2015 e
19/03/2015. A temperatura ambiente média durante os testes variou entre 25,3°C + 1,4 no inicio
e 25,6°C £ 1,3 ao fim do teste, e a umidade relativa do ar variou entre 58,5% =+ 5,0 no inicio e
62,0% + 5,7 ao fim do teste.

Os seis equinos realizaram os dois testes de esfor¢o com o intervalo minimo de sete dias
entre os testes. Porém, alguns momentos de coleta ndo foram obtidos com sucesso devido as
complica¢Bes no posicionamento da mascara ou posicionamento do frequencimetro. Todos 0s
dados ndo coletados séo descritos no respectivo topico de cada coleta e a analise estatistica
levou em consideracdo essas alteracdes, sem comprometimento aos valores finais de cada
analise.

No momento do exercicio foi notada uma maior estabilidade da regifo acima das narinas
no momento em que os animais utilizaram a fita nasal, ou seja, a regido da pele rostral a incisura
nasoincisiva apresentava menor movimentacdo durante o exercicio em comparagdo com o
momento em que 0s animais executaram o exercicio sem a fita nasal. O processo de limpeza da
pele e aplicacdo da fita nasal se mostrou eficiente pois todos 0s equinos que iniciaram o teste
de esforco com a fita concluiram o teste com a mesma na posicao original e sem o descolamento

das abas, apesar da intensa sudorese observada no local onde a fita era aplicada.

41 CITOLOGIA DO LAVADO BRONCOALVEOLAR

Foram obtidas amostras dos 6 animais nos momentos Basal, 180 minutos ap6s o inicio
do exercicio com a fita nasal e 180 minutos apds o inicio do exercicio sem a fita nasal. O
tamanho da amostra se provou um limitante nestas analises, pois algumas variaveis
demonstraram tendéncias de diferencas entre os instantes de medi¢do que ndo puderam ser
validadas estatisticamente e outras variaveis apresentavam valores que variavam muito entre 0s
animais ndo permitindo entender uma tendéncia geral dos valores nos diferentes instantes
(Apéndices A e B).

Todas as amostras obtidas apresentaram ao exame macroscépico aparéncia levemente

turva, pouco esbranquicada e com presenca de surfactante, indicando que a amostra era
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proveniente da porcdo distal do sistema respiratério. Na Tabela 1 sdo apresentadas média e
desvio padrédo das células estudadas nos momentos basal, com fita e sem fita. Os valor-p dos
intervalos de confianca para as diferencas dos valores nos trés instantes, dois a dois, utilizando

a metodologia de Tukey.

Tabela 1 - Média e Desvio Padrao (DP) dos grupos Basal, Com fita e Sem fita nos instantes de medicdo —
Sdo Paulo — 2015

Tipo de célula Basal Com fita Sem fita
Média DP Média DP Média DP
Células epiteliais 2,94 5,95 0,78 0,50 15,17 20,03
Eosinofilos 1,06 2,43 0,61 0,85 0,06 0,14
Neutrofilos 20,61 21,42 36,28* 14,50 20,33 16,59
Linfocitos 1,39 1,67 1,06 1,65 0,56 0,81
Macrofagos 72,00 19,80 60,72 14,25 62,83 22,49
Multinucleadas 2,00* 1,21 0,50 0,59 0,67 0,87
Macrdéfagos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28 0,53
espumosos

* Valores das médias estatisticamente diferentes (Valor p<0,05)

4.1.1 Ceélulas epiteliais

Metade dos animais apresentou maiores valores para esta variavel quando medido apds
0 exercicio sem fita em comparacdo com os outros dois instantes. O animal 4 apresentou maior
valor na medicéo basal do que nos outros instantes e outros dois animais (1 e 6) tiveram valores

proximos de zero nas trés medidas (Grafico 1).
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Grafico 1 - Valores absolutos de células epiteliais dos equinos submetidos ao LBA nos trés instantes (Basal,
Sem fita e Com fita) - Sdo Paulo - 2015
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Porém, apesar de toda esta dispersdo, o valor médio das medicGes sem fita € maior do
que nos outros dois instantes (Grafico 2). O modelo ajustado para explicar os valores de
epiteliais em funcdo da medida (basal, com e sem fita) ndo se mostrou adequado (valor-p igual

a 0,117 e qgplot demonstrando que os residuos da regressédo nédo se distribuem conforme uma

normal).

Gréfico 2 - Boxplot dos valores da variavel células epiteliais nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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Mesmo sem o ajuste adequado do modelo, foram construidos intervalos de confianga

para as diferencas dos valores nos trés instantes, dois a dois, utilizando a metodologia de Tukey,
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sendo que estas diferencas ndo sao estatisticamente significantes. Como forma de avaliagcdo néo
paramétrica foram realizados testes de Wilcoxon para amostras pareadas, que ndo
demonstraram diferencas estatisticamente significativas na comparagdo dos grupos, com valor-
p = 0,2012 no Basal x Sem fita, valor-p = 0,4375 no Sem fita x Com fita e valor-p = 0,9163 no
Basal x Com fita.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel células epiteliais entre 0s
3 momentos (Basal, Com fita e Sem fita nasal) com a metodologia aplicada, indicando que o

uso da fita ndo influencia nessa variavel.

4.1.2 Eosinofilos

Analisando o gréfico dos resultados dos animais, verificamos leve tendéncia de que 0s
valores sejam maiores na medicdo com fita com relacdo aos outros dois instantes, porém dois
animais fugiram deste padrdo. O animal 1 apresentou um valor muito alto na medigédo basal e

0 animal 5 apresentou valor mais alto na medicéo sem fita (Grafico 3).

Gréfico 3 - Medidas dos animais para a variavel eosinéfilos nos trés instantes - S&o Paulo - 2015
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Apesar da tendéncia visual das medicGes no instante com fita serem maiores do que as

obtidas nos outros instantes, o valor discrepante na medigdo basal fez com que a média geral

dele fosse maior que as outras, conforme tabela abaixo (Gréfico 4).

Grafico 4 - Boxplot dos valores da variavel eosindfilos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015.
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O modelo ajustado para explicar os valores de eosinéfilos em funcdo da medida (basal,

com e sem fita) ndo é adequado (valor-p igual a 0,521 e qgplot demonstrando que os residuos

da regressdo nao se distribuem conforme uma normal). Mesmo sem o ajuste adequado do

modelo, foram construidos intervalos de confianca para as diferencas dos valores nos trés

instantes, dois a dois, utilizando a metodologia de Tukey, sendo que estas ndo sdo

estatisticamente significantes. Como forma de avaliagdo ndo paramétrica foram realizados

testes de Wilcoxon para amostras pareadas, que ndo demonstraram diferencas estatisticamente

significativas na comparacdo dos grupos, com valor-p = 0,5862 no Basal x Sem fita, valor-p =

0,2693 no Sem fita x Com fita e valor-p > 0,999 no Basal x Com fita.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel eosinofilos entre os 3

momentos (Basal, Com fita e Sem fita nasal) com a metodologia aplicada, indicando que o uso

da fita ndo influencia nessa variavel.



4.1.3 Neutroéfilos
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Observando os valores das medicBes para esta variavel é possivel verificar uma

tendéncia de aumento dos valores com relacdo ao valor basal e a medi¢do com fita. Metade dos

cavalos apresentou aumento entre a medicdo basal e a sem fita e a outra metade, reducdo no

valor medido (Gréfico 5).

Grafico 5 - Medidas dos animais para a variavel neutréfilos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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O boxplot apresentado abaixo confirma o que foi verificado acima. O instante com fita

apresenta média maior do gue 0s outros dois instantes, que apresentam pouca diferenca entre si

(Gréfico 6). O modelo ajustado para explicar os valores de neutréfilos em funcdo da medida

(basal, com e sem fita) ndo é adequado (valor-p igual a 0,237 e qgplot demonstrando que 0s

residuos da regressao ndo se distribuem conforme uma normal).
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Grafico 6 - Boxplot dos valores da varidvel neutréfilos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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Mesmo sob a ndo adequacdo estatistica do modelo, foram construidos os intervalos de

confianca para as diferencas das medias entre os instantes. Como forma de avaliagdo néo

paramétrica foram realizados testes de Wilcoxon para amostras pareadas, que demonstraram

diferencas estatisticamente significativas na comparacao dos grupos Sem fita x Com fita com

valor-p = 0,0313. Nos grupos Basal x Sem fita (valor-p = 0,8438) e Basal x Com fita (valor-p

=0,2188) ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Na variavel neutréfilos houve diferenca entre 0s momentos Com fita x Sem fita com a

metodologia aplicada, indicando que o uso da fita influenciou essa variavel.

4.1.4 Linfocitos

Analisando o perfil dos dados dos animais ndo é possivel afirmar se ha tendéncia de

aumento ou de queda no valor entre as medi¢des, pois os dados se comportam de forma

diferente para cada animal (Gréafico 7).
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Grafico 7 - Medidas dos animais para a variavel linfocitos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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Por meio dos valores médios, verificamos que o instante basal € o que apresenta maiores
valores para a variavel, porém a diferenca € muito pequena se levarmos em consideracdo a
dimensdo do desvio padréo. Pelo boxplot é possivel dizer que o valor do desvio padrdo no

instante com fita seria menor, ndo fosse o “outlier” (Grafico 8).

Gréfico 8 - Boxplot dos valores da variavel linfdcitos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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Foi ajustado um modelo de regresséo para explicar os valores de linfocitos em fungéo

dos instantes de medida. Tal modelo néo se mostrou adequado (valor-p igual a 0,608 e qgplot
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demonstrando que os residuos da regressdo ndo se distribuem conforme uma normal). Ainda
assim, foram construidos os intervalos de confianga para as diferencas entre as médias, que
mostraram que nao ha diferenca estatisticamente significante entre elas. Como forma de
avaliacdo ndo paramétrica foram realizados testes de Wilcoxon para amostras pareadas, que
ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas na comparagdo dos grupos, com
valor-p = 0,2785 no Basal x Sem fita, valor-p = 0,5807 no Sem fita x Com fita e valor-p > 0,999
no Basal x Com fita.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel linfocitos entre os 3
momentos (Basal, Com fita e Sem fita nasal) com a metodologia aplicada, indicando que o uso

da fita ndo influencia nessa variavel.

4.1.5 Macrofagos

Podemos ver abaixo que o perfil dos dados para esta variavel apresenta grande
dispersdo, ndao permitindo inferir sobre aumento ou diminuicdo dos valores conforme as

medigdes (Grafico 9).

Grafico 9 - Medidas dos animais para a variavel macrofagos nos trés instantes - Sao Paulo - 2015
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O que foi observado no grafico de perfis também pode ser visto, de forma diferente,
pelo boxplot (Gréafico 10). O grafico abaixo nos mostra como trés pontos, classificados pelo

programa como “outliers”, influenciaram a dispersao dos dados.

Grafico 10 - Boxplot dos valores da variavel macréfagos nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
[m]

S
o | | :
3} \ !
i i 18 o
o _| :
® i
o | !
~
(=
w
o |
uw
o | ! 14 o
= i
04 i
o |
@ T T T
Basal Sem Fita Com Fita

Foi ajustado um modelo de regresséo para explicar os valores de macrofagos em funcao
dos instantes de medida. Tal modelo ndo se mostrou adequado (valor-p = 0,568 e qq plot
demonstrando que os residuos da regressdo nao se distribuem conforme uma normal). Mesmo
sem o adequado ajuste do modelo, testou-se se as diferencgas entre as médias nos trés instantes
eram estatisticamente diferentes de zero. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes. Como forma de avaliacdo ndo paramétrica foram realizados testes de Wilcoxon
para amostras pareadas, que ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas na
comparacgdo dos grupos, com valor-p = 0,5625 no Basal x Sem fita, valor-p = 0,4375 no Sem
fita x Com fita e valor-p = 0,5625 no Basal x Com fita.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na varidvel macrofagos entre os 3
momentos (Basal, Com fita e Sem fita nasal) com a metodologia aplicada, indicando que o uso

da fita ndo influencia nessa variavel.



4.1.6 Multinucleadas
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Pelo gréfico de perfis podemos ver que, aparentemente, os valores basais s&o maiores
do que nas outras medi¢des (Grafico 11).

Grafico 11 - Medidas dos animais para a variavel multinucleadas nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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O boxplot nos mostra, mais uma vez que os valores no instante basal tendem a ser

maiores do que nas medicdes com e sem fita, que tem média e variacdo semelhantes. Também

é possivel de se visualizar a influéncia dos pontos discrepantes na amostra (Gréafico 12).
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Grafico 12 - Boxplot dos valores da variavel multinucleadas nos trés instantes - Sdo Paulo - 2015
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Foi ajustado um modelo de regresséo para explicar os valores de multinucleadas em
funcdo dos instantes de medida. Tal modelo se mostrou adequado (valor-p = 0,025 e qq plot
demonstrando que os residuos da regressao parecem atender a restricdo de normalidade, com
valores bem proximos da reta, apesar de um ponto se encontrar fora das bandas). Com base no
modelo ajustado, utilizando a metodologia de Tukey, testou-se se as diferencas entre as médias
nos trés instantes eram estatisticamente diferentes de zero e foram construidos intervalos de
confianca. Através dos intervalos de confianca verificamos que ha diferenca estatisticamente
significante (95%) entre o instante basal e a medicdo com fita, valor-p de 0,033. Ja entre o
instante basal e sem fita, verificamos valor-p de 0,06, que nos indica fraca evidéncia de que esta
diferenca é diferente de zero. Ndo ha diferenca estatisticamente significante entre os valores
nos instantes com e sem fita.

Houve diferenca estatisticamente significativa na varidvel multinucleadas entre os
momentos Basal x Com fita e Basal x Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o
uso da fita ndo influencia nessa variavel. Porém, as amostras coletadas ap0s o exercicio se

mostraram diferentes das amostras coletadas sem exercicio prévio.
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4.1.7 Macrofagos espumosos

Do gréfico de perfis, com excecdo de duas medidas no instante sem fita (animais 2 e 3),

todas as outras apresentam valor zero, 0 que ndo nos permite extrair grandes informacdes da

analise gréafica ou numérica (Gréfico 13).

Grafico 13 - Medidas dos animais para a variavel macréfagos espumaosos nos trés instantes - Sao Paulo - 2015
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Por termos somente duas medidas em um dos instantes, ndo foi possivel ajustar um
modelo de regressdo para estimar as diferencas das médias. Como forma de avaliacdo néo
paramétrica foram realizados testes de Wilcoxon para amostras pareadas, que ndo

demonstraram diferencas estatisticamente significativas na comparacdo dos grupos, com valor-

p =0,3711 no Basal x Sem fita e valor-p = 0,3711 no Sem fita x Com fita.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel macréfagos espumosos

entre os 3 momentos (Basal, Com fita e Sem fita nasal) com a metodologia aplicada, indicando

que o uso da fita ndo influencia nessa variavel.
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4.2  ESPIROMETRIA

Os dados obtidos por meio da mascara de espirometria foram analisados com a selecdo
dos primeiros 3 ciclos respiratdrios sequenciais semelhantes e livres de artefatos (degluticéo,
expelir o ar com forga) de cada animal e em cada momento sempre que possivel.

Uma grande variedade de formas nas curvas respiratorias foi registrada nos animais em
repouso. A curva inspiratoria registrada foi bifasica em quatro animais e trifasica em dois
animais, porém todos os picos do fluxo inspiratério ocorreram no fim da inspiragdo. Ja no
registro da curva expiratoria, todos 0s equinos apresentaram a curva bifasica durante 0 momento
basal, sendo que o pico de fluxo expiratorio foi sempre registrado no inicio da expiracdo. A
frequéncia respiratoria dos animais em repouso variou entre 12 e 21 mpm.

Durante o exercicio com o0 uso da fita nasal os animais apresentaram na maioria dos
dados uma curva inspiratéria bifasica, com alguns poucos momentos de curva monofésica. O
pico de fluxo inspiratorio foi registrado no inicio da inspiracdo na metade dos animais (Gréafico
14) e no final da inspiracdo na outra metade. O animal 4 apresentou o padréo de curva triféasica
na inspiracdo do momento 15 min. As curvas expiratorias foram predominantemente
monoféasicas, porém foram observadas curvas bifasicas em alguns animais, sendo que o pico
expiratorio foi no inicio da expiracdo nesses momentos. A frequéncia respiratdria dos animais

durante o exercicio usando a fita nasal aumentou conforme o avancar do exercicio (Grafico 15).
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Grafico 14 - Gréfico mostrando fluxo em Litros/segundo de 3 ciclos respiratdrios com ondas inspiratdrias
bifasicas e ondas expiratorias monofésicas de um equino durante o teste de esfor¢o com frequéncia
respiratoria de 50 mpm — S&o Paulo — 2015.
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Quando os animais ndo utilizaram a fita nasal durante o exercicio, foi observada
predominancia de curvas inspiratdrias bifasicas assim como nos animais se exercitando com a
fita nasal, porém foram também registrados momentos em que as curvas foram monofésicas ou
trifasicas. O pico de fluxo inspiratorio foi no inicio da inspiracdo em todos os animais. Os
registros das curvas expiratorias mostraram um padrdo de curva predominantemente
monofésico, mas com alguns momentos de curvas bifasicas e um momento de curva trifasica
(15 min do animal 2). Nas curvas bifasicas o pico de fluxo expiratorio foi no inicio da expiracéo

em todos 0s animais.

4.2.1 Frequéncia Respiratéria

Os dados coletados referentes a frequéncia respiratoria nos mostram um crescente
conforme o exercicio progride no grupo Com fita. Entretanto, no grupo Sem fita o os valores

param de subir a partir da metade do exercicio e iniciam um leve declinio.
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Grafico 15 - Médias da varidvel frequéncia respiratéria em movimentos por minuto (eixo vertical) nos seis
instantes de medicéo (eixo horizontal) — Sdo Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,225) e, desta forma, foi eliminado da anélise e elaborado um modelo de
regressdo contendo apenas a variavel tempo em sua forma numérica para entender, na media,
como € a evolucdo da frequéncia respiratOria antes, durante e ap0s 0 exercicio.

E importante salientar que estes s&o valores esperados para a média, calculados a partir
de uma reta estimada com base nos valores coletados, de modo que, a menos que esta reta
estimada represente muito bem os dados, os valores estimados serdo diferentes dos observados.
Ja os valores médios observados em cada instante, independente da presenca ou auséncia de

fita, podem ser vistos na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias e erros padrdo da variavel frequéncia respiratoria medidas nos seis instantes — Sdo Paulo —

2015
Momento Média Erro Padréo
Basal 15,17 4,51
15min 43,24 5,01
30 min 48,73 5,43
45min 50,56 5,20
60 min 56,04 5,01

65min 39,71 4,87
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Foi testada de forma ndo paramétrica — teste de Wilcoxon para dados pareados — a
diferenca dos valores no instante 60 min para a variavel frequéncia respiratoria. Como o animal
4 ndo tinha valor no instante com fita e 0 animal 6 n&o tinha valor para o instante sem fita,
apenas 4 medidas de cada instante foram consideradas no teste. O valor p obtido com este teste
foi 0,375, que nos indica que, com base nesta amostra, ndo ha evidéncia de diferenca entre 0s
valores de frequéncia respiratéria no fim do exercicio com ou sem fita.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel frequéncia respiratoria
entre os grupos Com fita e Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o uso da fita
ndo influencia nessa variavel. Entretanto, houve um aumento gradativo frequéncia respiratdria

conforme o exercicio progredia, mesmo com a manutenc¢do da velocidade.

4.2.2 Volume Tidal

O volume tidal apresentou pouca varia¢do durante o exercicio. No grupo Com fita houve
uma reducdo acentuada a partir da metade do exercicio, porém os dados dos dois grupos no

altimo momento (65min) praticamente atingiram o mesmo patamar (Gréfico 16).

Gréfico 16 - Médias da variavel volume tidal em Litros (eixo vertical) nos seis instantes de coleta (eixo
horizontal) — S&o Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,350) e a varidvel tempo — considerando cada instante de medida um fator —
mostrou-se fracamente significante (valor-p igual a 0,015). Desta forma, outro modelo foi
construido, desta vez eliminando a variavel fita, ainda na forma de fator. A varidvel tempo,
como um todo, foi considerada significativa neste segundo modelo. Porém, quando olhamos
cada um dos fatores separadamente eles ndo tem valores-p significativos.

Isso indica que, com excec¢do do instante 15 min, as medigdes ndo se afastam do valor
no instante basal suficientemente para esta diferenca ser considerada estatisticamente maior que
zero. Sendo assim, construimos um terceiro modelo, considerando tempo uma variavel
continua. As estimativas estdo na tabela abaixo. O incremento ndo apresentou valor-p
estatisticamente significante (maior que 0,05), entdo concluimos que ndo ha variacao
estatisticamente significante no volume tidal se o animal estd com ou sem a fita ou em qualquer
um dos instantes de medida.

Foi testada de forma ndo parametrica — teste de Wilcoxon para dados pareados — a
diferenca dos valores nos instantes 45 e 60 min para a variavel Volume Tidal. Como o animal
4 ndo tinha valor no instante com fita e 0 animal 6 ndo tinha valor para o instante sem fita,
apenas 4 medidas de cada instante foram consideradas no teste. Ambos 0s testes apresentaram
valor p igual a 0,875, indicando que ndo ha evidéncia de diferenca entre os valores nos dois
instantes.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel volume tidal entre os
grupos Com fita e Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o uso da fita ndo
influencia nessa varidvel. Entretanto, houve um aumento do volume tidal no momento 15min

nos dois grupos que foi significativo estatisticamente.

4.2.3 Volume Minuto

Na variavel Volume minuto houve um grande aumento com o inicio do exercicio e uma
estabilizacdo dos valores durante o exercicio, com uma seguinte queda apds o0 exercicio nos

dois grupos (Grafico 17).
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Grafico 17 - Médias da varidvel Volume minuto em Litros/minuto (eixo vertical) nos seis instantes de coleta
(eixo horizontal) — Sdo Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,846) e, desta forma, foi eliminado da analise e elaborado um modelo de
regressdao contendo apenas a variavel tempo em sua forma numérica, para podermos entender
como ¢ a evolucgdo da variavel volume minuto antes, durante e ap0s o exercicio. Este modelo
nos parece Util apenas para referendar que a varidvel tem um padrdo de ascendéncia no
momento que o exercicio se inicia. Pois, apesar do valor-p significativo, ele pouco ajuda quando
queremos saber o valor esperado em algum instante.

Para a variavel Volume Minuto foram removidos os dados dos instantes basal e pds
exercicio, construindo uma nova modelagem com Fita e Tempo. Quando ajustado um modelo
levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de fita e a estrutura de medidas repetidas,
0 uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante (valor-p igual a 0,878) e, desta forma,
foi eliminado da analise e elaborado um modelo de regressdo contendo apenas a variavel tempo
em sua forma numérica, para podermos entender como é a evolugédo da variavel volume minuto
antes, durante e apds o exercicio. Entretanto, o tempo ndo se mostrou estatisticamente
significante para explicar os valores de volume minuto (valor p igual a 0,978), de forma que
podemos dizer que o valor desta variavel se mantém constante durante o exercicio.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na varidvel volume minuto entre os

grupos Com fita e Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o uso da fita ndo
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influencia nessa varidvel. Entretanto, houve um aumento significativo com o inicio do exercicio

e a manutencdo desse valor maior durante o exercicio.

4.2.4 Tempo inspiratorio

O tempo inspiratério apresentou uma queda acentuada com o inicio do exercicio, com
posterior estabilizacdo dos dados nos dois grupos. No Gltimo instante o tempo inspiratério
permaneceu com valores bem abaixo dos valores basais (Gréfico 18).

Grafico 18 - Médias da variavel Tempo inspiratério em segundos (eixo vertical) nos seis instantes de coleta (eixo
horizontal) — Sdo Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em considera¢do o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,316) e, desta forma, foi eliminado do modelo.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel tempo inspiratério entre
os grupos Com fita e Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o uso da fita ndo
influencia nessa variavel. Entretanto, houve uma queda significativa do tempo inspiratorio

médio com o inicio do exercicio e a manutencdo desse valor mais baixo durante o exercicio.
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4.2.5 Tempo expiratorio

O tempo expiratdrio apresentou uma queda acentuada com o inicio do exercicio, com
posterior estabilizacdo dos dados nos dois grupos. No Ultimo instante o tempo expiratério
permaneceu com valores bem abaixo dos valores basais (Gréfico 19).

Grafico 19 - Médias da variavel Tempo expiratdrio em segundos (eixo vertical) nos seis instantes de coleta (eixo
horizontal) — Sdo Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,443). Desta forma, outro modelo foi construido, desta vez eliminando a
variavel fita, mantendo a variavel tempo, ainda na forma de fator. A variavel tempo, como um
todo, foi considerada significativa neste segundo modelo (valor-p menor que 0,001).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na variavel tempo expiratorio entre
os grupos Com fita e Sem fita com a metodologia aplicada, indicando que o uso da fita ndo
influencia nessa varidvel. Entretanto, houve uma queda significativa do tempo expiratério

médio com o inicio do exercicio e a manutencdo desse valor mais baixo durante o exercicio.
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4.2.6 Tempo inspiratorio / Tempo expiratorio

A relacdo entre o tempo inspiratdrio e o tempo expiratdrio apresenta um aumento com
0 inicio do exercicio ultrapassando o valor um, ou seja, com o tempo inspiratorio sendo maior
que o tempo expiratdrio. Na sequéncia do exercicio esse valor diminui e se estabiliza abaixo de
um (Gréfico 20).

Grafico 20 - Médias da variavel Relagdo tempo inspiratorio/tempo expiratério nos seis instantes de coleta (eixo
horizontal) — Sdo Paulo — 2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,788). Desta forma, outro modelo foi construido, desta vez eliminando a
variavel fita e mantendo a variavel tempo na forma de fator. Esta foi considerada significativa
no novo modelo (valor-p menor que 0,001). Todos os instantes, com excec¢do do Ultimo,
apresentaram valores-p estatisticamente significantes. 1sso indica que a medi¢do do instante 65
min ndo se afasta do valor no instante basal suficientemente para esta diferenca ser considerada
estatisticamente maior que zero. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na relacéo
tempo inspiratério / tempo expiratorio entre os grupos Com fita e Sem fita com a metodologia
aplicada, indicando que o uso da fita ndo influencia nessa variavel. Entretanto, houve um
aumento significativo desse valor com o inicio do exercicio, a manutencdo desse valor durante

0 exercicio e o retorno aos valores pré exercicio apds 5 minutos de recuperacéo.
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43  FREQUENCIA CARDIACA

Para analise estatistica os momentos da frequéncia cardiaca foram divididos em dois

momentos: durante o exercicio e apos 0 exercicio.

4.3.1 Durante o0 exercicio

No gréfico da Grafico 21 verificamos que, em média, os valores com e sem fita para 0s
diversos instantes de medicdo no periodo de recuperacdo sdo semelhantes. Alguns periodos a

média do grupo Sem fita &€ maior, em outros esse perfil se inverte.

Grafico 21 -Valores médios da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (eixo vertical) no periodo de
exercicio com presenca ou auséncia de fita — Sdo Paulo — 2015
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Com base no Boxplot, verificamos que as medianas e distribui¢ces nos dois periodos
sdo muito parecidas (Gréafico 22). Foi construido um modelo levando em consideracéo o tempo,
0 uso ou auséncia de fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita se mostrou
estatisticamente significante (valor-p menor que 0,001). De forma que o uso de fita aparenta
reduzir a frequéncia cardiaca, em média 0,627 unidades, quando comparamos 0 mesmo instante

sem fita (Tabela 3).
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Grafico 22 - Boxplot dos valores da frequéncia cardiaca no periodo de exercicio sem (0) e com (1) fita - Sao

Paulo - 2015
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Tabela 3 - Estimativas, erros padréo e valores-p do modelo de exercicio mostrando as diferencas (Valor-p
<0,001) nas variaveis com fita e no decorrer do tempo (segundos) — Sao Paulo — 2015

Estimativa Erro padrédo Valor-p
Intercepto 107,652 2,839 <0,001
Fita (Com Fita) -0,629 0,181 <0,001
Segundos -0,001 < 0,001 <0,001

Quando os animais correram com a fita nasal a frequéncia cardiaca apresentou em média

valores significativamente menores em relacdo a quando os animais correram sem a fita nasal.

Devido ao grande numero de observac@es, houve uma queda significativamente estatistica de

0,001 a cada segundo na frequéncia cardiaca durante o exercicio.
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4.3.2 Apos o exercicio

Podemos verificar na Gréfico 23 o gréafico dos valores de cada animal no decorrer do
periodo apds o exercicio. Os animais apresentaram um padrdo semelhante de recuperagdo da
frequéncia cardiaca, com excecdo do animal 6, que apresentou aumento da FC no final do

periodo.

Grafico 23 - Valores da frequéncia cardiaca no decorrer do periodo de recuperacédo apds o exercicio sem fita -
Sdo Paulo - 2015
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Na Gréafico 24 verificamos no grafico que os animais apresentaram um padrédo
semelhante de recuperacdo da frequéncia cardiaca, sendo que metade apresentou FC final

semelhante ao valor inicial nos animais que correram com a fita nasal.
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Grafico 24 - Valores da frequéncia cardiaca no decorrer do periodo de recuperacédo apds o exercicio com fita -
Sdo Paulo - 2015

130 -
120 -\
_‘"\,
110 41—~ A A
0 \% v N\ e 1/ ‘\\ |- c1
100 7 \ A ~ W
i " 1
ALY AR 20N A R Q
AN \\\ ’ AN ( /"’ M B / \ . ! ‘\‘
] RN _-,—/ N/ \\‘ B /1 'l
90 . N ¥\\ \\I 2 \\ // \/, I ————C3
SRRV A R
AR \ ©y 3 Y D el ’ - ’ -
80 - VONNG e AN ] Y, c4
NI Ao 1o
NF~h . N Y B -
70 - \\/-‘\T'./ \ \\\\ \_ et 1 /\ =
= [} \/T \ Il I EN
A A e R Gl
60 7 \' . \‘ \ i
- R I
50 - \ T
\ -~ -~ .‘
¥
40

A média dos grupos Com fita e Sem fita pode ser observada grafico abaixo (Grafico
25), onde os valores com e sem fita para os diversos instantes de medicdo no periodo de

recuperacdo sdo semelhantes.

Gréfico 25 -Valores médios da frequéncia cardiaca no periodo de recuperacao por presenca ou auséncia de fita -
Séo Paulo - 2015
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Com base no Boxplot, verificamos que as medianas e distribui¢es nos dois periodos
s&o muito parecidas (Grafico 26). Foi construido um modelo levando em consideragéo o tempo,

0 uso ou auséncia de fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou
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estatisticamente significante (valor-p igual a 0,144). De forma que o uso de fita ndo se mostrou
um fator significante para alterar a frequéncia cardiaca no periodo de recuperacdo, com
coeficiente de confianga 95%.

Grafico 26 - Boxplot dos valores da frequéncia cardiaca no periodo de recuperacédo sem (0) e com (1) fita - Sdo
Paulo - 2015
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Os valores do grupo Com fita quando comparados com o grupo Sem fita no mesmo
instante sdo, em média, 1,907 unidades maiores. Porém essa diferenca ndo € estatisticamente
significante. Possivelmente, com uma amostra maior, haveria mais poder para concluir sobre
esta diferenca. Removendo o animal 5 e refazendo a modelagem obtemos valores semelhantes

ao gréafico anterior (Grafico 27).
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Grafico 27 - Valores médios da frequéncia cardiaca no periodo de recuperagdo por presenca ou auséncia de fita,
excluido animal 5 - Séo Paulo - 2015

110.00 -~

100.00 -

90.00 -

80.00 -

70.00 -

Sem Fita

60.00 -

= «= Com Fita

50.00

Em comparacdo com o boxplot anterior, verificamos que a mediana do grupo com fita
se apresenta menor do que a do grupo sem fita (Gréafico 28). O oposto ocorria quando
consideravamos o animal 5 nos calculos. Foi construido um modelo levando em consideracao
0 tempo, 0 uso ou auséncia de fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se
mostrou estatisticamente significante (valor-p igual a 0,304). De forma que o uso de fita ndo se
mostrou um fator estatisticamente significante para alterar a frequéncia cardiaca no periodo de

recuperacdo, com coeficiente de confianca 95% (Tabela 4).

Tabela 4 - Estimativas, erros padréo e valores-p do modelo de recuperacdo sem o animal 5, mostrando as diferengas
(\Valor-p <0,001) nas variaveis com fita e no decorrer do tempo (segundos) — Sao Paulo — 2015

Estimativa Erro Padrao Valor p

Intercepto 92,97 4,75 > (0,001
Fita (Com Fita) -1,43 1,39 0,304

Segundos -0,11 0,01 > 0,001
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Grafico 28 - Boxplot dos valores da frequéncia cardiaca no periodo de recuperacdo sem (0) e com (1) fita,
excluido animal 5 - Séo Paulo - 2015
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44  CREATINAFOSFOQUINASE

O animal 2 apresentou valores muito superiores dos outros animais nos dois Gltimos
instantes (Grafico 29). Os valores se afastavam de tal forma das outras observagdes que foram

suficientes para aumentar a média como mostra o grafico abaixo.

Gréfico 29 - Médias de CK com e sem fita e com e sem as observaces discrepantes - S&o Paulo - 2015
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A Tabela 5 apresenta os valores que compde o grafico acima, indicando os valores

discrepantes encontrados nos momentos 60min e 180min no animal 2.

Tabela 5 - Médias de CK com e sem fita nos 3 momentos de coleta e com e sem as observacGes discrepantes
— Séo Paulo — 2015

Todos os dados
Basal 60 min 180 min
ComFita 854 1966  388,3
SemFita 85,7 110,55 176,8
Outlier removido
Basal 60 min 180 min
ComFita 84,1 95,3 122,8
SemFita 85,3 99,8 139,6

Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita ndo se mostrou estatisticamente significante
(valor-p igual a 0,177). Desta forma, outro modelo foi construido, desta vez eliminando a
variavel fita, ainda na forma de fator. A varidvel tempo, como um todo, foi considerada
significativa neste segundo modelo (valor-p menor que 0,001).

Podemos concluir que o valor médio da variavel CK no instante 60 min ndo apresenta
diferenca estatisticamente significante com relacdo a média do instante basal, enquanto que ha
diferenca estatisticamente significante entre a média do instante 180 min e basal. Entretanto, se
tivéssemos mais observacdes, pode ser que a média do instante 60 min se mostrasse diferente

da basal, visto que o valor-p estava préximo de 0,005.

45 LACTATO

Os valores de lactato oscilaram pouco durante a execucao do teste. Nao houve tendéncia

de crescimento ou diminui¢do nos valores com a progressdo do exercicio (Grafico 30).
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Grafico 30 -Médias da varidvel Lactato nos 6 momentos de anélise nos grupos Com fita e Sem fita - Sdo Paulo -
2015
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Quando ajustado um modelo levando em consideracdo o tempo, 0 uso ou auséncia de
fita e a estrutura de medidas repetidas, o uso da fita e 0 tempo ndo se mostraram estatisticamente
significantes (valor-p igual a 0,194 e 0,480, respectivamente). Foi construido outro modelo,
desta vez sem a variavel fita, apenas com o tempo, e este também ndo se mostrou eficiente em
descrever os resultados de Lactato (valor-p igual a 0,487).

Um ultimo modelo, considerando apenas o tempo como variavel numérica foi
construido e este também ndo apresentou ajuste satisfatorio (valor-p igual a 0,097). Como nao
houve ajuste de nenhum modelo, a melhor estimativa para o valor esperado de lactato em
qualguer instante, com ou sem fita, € a média das observacgdes (4,61, dp igual a 2,52). Os valores
de lactato ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos

momentos ou grupos pesquisados.
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5 DISCUSSAO

A aplicacdo e manutencdo da fita nasal na posicao correta se mostrou efetiva. Havia o
questionamento anterior ao experimento se a fita se manteria na posicdo adequada, dada a
grande taxa de sudorese que esses animais apresentam durante o exercicio de baixa intensidade
e longa duragdo. N&o é incomum observarmos também em animais PSI de corrida a queda ou
deslocamento da fita nasal durante provas de 1000 metros a 3600 metros. O preparo da pele e
a colagem da fita como descrita por Poole et al. (2000) foi eficaz para proporcionar a
sustentacdo na regido, levando a crer que na pratica alguns procedimentos simples, como
limpeza da pele com sabéo e aplicacdo 30 minutos antes da prova, podem melhorar a utilizagdo
da técnica.

Foi possivel verificar uma menor movimentacdo da regido de pele rostral a incisura
nasoincisiva, mostrando que a fita proporciona uma maior estabilizacdo dessa regido. Para
exercicios de alta intensidade, essa estabilizacdo pode ser benéfica para contribuir com o
aumento do volume tidal, parametro este que € o responsavel pelo aumento do volume minuto
nesse tipo de atividade. Além disso, no exercicio intenso existe a possibilidade de colapso da
parede lateral das narinas, o que pode ser prevenido com o uso da fita nasal. Porém, a
movimentacao dessa regido nos exercicios de baixa intensidade parece ndo trazer tanto prejuizo
ao desempenho do animal quanto em alta intensidade. Pelo contrario, a estabilizacdo dessa
regido parece tender a diminuir o volume tidal durante o exercicio de baixa intensidade no
decorrer da atividade, como verificamos nos momentos 45 e 60min, apesar de ndo encontrarmos
significancia estatistica. Ainda assim, 0s animais ndo alteraram sua expressao de cansaco ao
fim do teste de esforco com ou sem o uso da fita nasal.

A analise estatistica aplicada aos dados obtidos por meio do lavado broncoalveolar
visava comparar se havia diferenca entre os valores nos 3 comparativos medidos, isto é: Basal
vs. Sem Fita, Basal vs. Com Fita, Sem Fita vs. Com Fita. Entretanto, se construissemos trés
intervalos de confianca de 95%, um para cada diferenca, teriamos um coeficiente de confianca
global muito menor do que os 95% inicialmente estipulados (0,95 x 0,95 x 0,95 = 0,86). Desta
forma, empregamos a metodologia de Tukey que constrdi os intervalos de confianca para testar
se essas diferencas sdo significativas fixando o coeficiente de confianca em 95%, pois mesmo
quando testamos vérias diferencas, ele mantém o coeficiente de confianca global de 5%.

A escolha da velocidade do teste foi com a intencdo de submeter os animais a atividades

predominantemente aerébicas. Como nosso experimento envolvia 0 uso de animais
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destreinados, optou-se por buscar na literatura uma velocidade que proporcionasse o teste com
predominancia aerébica sem causar danos aos equinos. Oliveira (2011) utilizou animais da raca
Arabe, destreinados, machos ou fémeas e com peso semelhantes aos nossos animais,
submetendo-os ao mesmo teste de baixa intensidade e longa duragdo que utilizamos. A
velocidade média de 3,2m/s foi obtida por meio de teste progressivo de esforco maximo e
determinacdo do V150, que € considerado predominantemente aerdbico (JUZADO et al., 2005).
Esse metabolismo predominante foi alcangado sem lesdo muscular, podendo ser confirmado
com os valores maximos atingidos pelos niveis plasmaticos de lactato e séricos de CK. Os
valores de séricos de lactato ndo superaram os 2mmol/L, valor que tem sido adotado para
equinos como o limite para a determinagdo do trabalho predominantemente aerdébico
(LINDNER, 2010).

No exercicio com predomindncia de metabolismo aerébico ndo ocorre a inducdo da
hemorragia pulmonar induzida pelo esforco, visto que os trabalhos que provocam graus de
hemorragia utilizam exercicios intensos de 120% do VO2max em esteira (GEOR et al., 2001)
ou sdo realizados apos provas de corridas em hipédromos (MORLEY et al., 2015). Nas nossas
amostras do lavado broncoalveolar ndo foram encontradas heméacias e hemossiderofagos. A
auséncia dessas células em lavados realizados 120 minutos ap0s o término do exercicio €
condizente com o tipo de exercicio executado no teste.

O procedimento para realizacdo do lavado broncoalveolar se mostrou eficiente. A
contencdo quimica com Xilazina na dose de 0,5mg/kg, contencédo fisica com cachimbo e a
dessensibilizacdo da traqueia com 20 ml de Lidocaina 0,5% permitiram a coleta da amostra
mantendo o animal quieto e sem tosse em excesso. As coletas com 7 dias de intervalo
propiciaram uma avaliacdo sem influéncia da coleta anterior, com coletas produtivas e com
namero abundante de células nas laminas, assim como Clark et al. (1995) que verificou as
mesmas propor¢des de leucocitos em coletas seriadas por dez semanas. A coloracdo de
Rosenfeld mostrou-se suficiente para coloracao e identificacdo de todas as células presentes na
amostra corroborando com os dados apresentados por Fernandes, Mori e Sanches (2000), que
utilizou esse método para amostras de lavado broncoalveolar e transtraqueal.

Os valores médios de neutréfilos no lavado foram de 25,74%, valor acima de algumas
médias relatadas para animais sadios na literatura. Entretanto, os hemogramas dos animais
pesquisados se apresentaram dentro dos parametros de normalidade e o0s equinos ndo
apresentaram nenhuma sintomatologia de doenca respiratéria durante o periodo do
experimento. Acreditamos que alguns fatores influenciaram nesses valores, como o volume

infundido, o exercicio e 0 momento em que foi realizada a coleta. O volume de solugédo
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fisioldgica 0,9% infundida pelo cateter (40ml) contribui para maiores valores de neutrofilos.
Sweeney et al. (1992) verificou que com volumes infundidos em torno de 50 ml esperasse
encontrar maiores valores de neutréfilos, pois ndo ha um preenchimento completo dos alvéolos.
Como a presenca de neutrdfilos é maior na regido dos brénquios, a area que entra em contato
com o fluido apresenta maior proporcao de neutréfilos (VALDEZ et al., 2004). Entretanto, esse
procedimento ndo foi considerado um lavado bronquial pois o cateter foi introduzido no
bronquio até que fosse encontrada resisténcia. Mair, Stokes e Bourne (1987) também
observaram maiores valores de neutréfilos em lavados bronquiais comparado a outras técnicas
para obtencdo de secrecfes pulmonares. O volume infundido em nosso experimento foi capaz
de demonstrar a populacdo de células na porcdo broncoalveolar, visto que a qualidade das
amostras do lavado broncoalveolar foi atingida pela presenca de surfactante nas amostras e boa
celularidade em todas as laminas (HUGHES et al., 2003).

Outro fator que contribuiu para o valor médio dos neutrofilos mais alto foi a coleta apos
0 exercicio. O lavado broncoalveolar em nosso estudo foi realizado duas horas ap0s o término
do exercicio, assim como Clark et al. (1995) que observaram maiores porcentagens de
neutrofilos em coletas 45 minutos apos o exercicio em animais treinados. 1sso se deve a maior
ventilacdo pulmonar durante o exercicio que pode levar particulas maiores as por¢des mais
distais do sistema respiratdrio, ativando a resposta imune inicialmente realizada pelos
neutrofilos. Porém, alguns autores relacionam o exercicio de alta intensidade com um aumento
na proporc¢ao de neutrofilos (MCKANE; CANFIELD; ROSE, 1993), e ndo o exercicio de baixa
intensidade como realizado em nosso estudo. A duracdo de 60 minutos da atividade deve ter
contribuido para esse resultado.

O lavado broncoalveolar em nosso experimento foi possivelmente realizado do lado
direito do pulmao, visto que geralmente o cateter segue para a por¢do caudodorsal do pulméo
direito pela posicao anatémica dessa estrutura (HODGSON; HODGSON, 2007). Depecker et
al. (2014) verificaram que ha maior percentual de neutrofilos do lado direito, devido a mesma
caracteristica anatdmica que permite com que o cateter progrida para o lado direito, fazendo
com que esse lado do pulmé&o seja mais exposto a alérgenos e microorganismos. Os valores de
neutrofilos encontrados em nosso estudo pode estar relacionado a esses fatores, apesar de alguns
autores afirmarem que o lado coletado ndo influencia os valores de leucocitos obtidos no lavado
broncoalveolar (MCGORUM et al., 1993; MEYER et al., 1998). A maior porcentagem de
neutrofilos também pode estar relacionada ao fato de que nossos animais ndo foram submetidos
ao estresse causado pelo treinamento fisico e transporte anterior a execugdo do teste de esforco.

Foi sugerido que o treinamento fisico continuo pode diminuir os niveis de leucdcitos no lavado
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broncoalveolar devido ao aumento do cortisol plasmatico induzido pelo estresse fisico, o que
inibiria a migracdo leucocitaria nas vias aéreas (CLARK et al., 1995). A supresséo da resposta
neutrofilica e diminuicdo da contagem total de leucdcitos também foi relatado ap6s o estresse
causado pelo transporte (TRAUB-DARGATZ et al., 1988).

O uso da fita nasal influenciou a porcentagem de neutréfilos na amostra do lavado.
Quando os animais correram sem a fita nasal apresentaram meédia de 20,33%, enquanto que
quando correram com a fita nasal a média foi de 36,28%, significativamente diferente (valor-p
< 0,05). Essa diferenca ndo foi encontrada por nenhum autor na literatura possivelmente porque
os lavados broncoalveolares sdo realizados em média 30 minutos apds o exercicio com a fita
com o objetivo de identificar heméacias para o diagnéstico de hemorragia pulmonar induzida
pelo esforco (GEOR et al., 2001; KINDIG et al., 2001). Valdez et al. (2004) também né&o
encontraram diferenga nos valores de neutrdfilos no lavado em cavalos PSI apds 12 a 18 horas
apos a corrida. Nosso resultado pode ser explicado pela possivel diminui¢do da resisténcia na
passagem do ar pela cavidade nasal devido a acdo da fita nasal, por meio da estabilizacdo da
regido de tecidos moles rostral a incisura nasoincisiva durante o exercicio. A diminuicdo da
resisténcia nessa regiao, que € responsavel por 60 a 80% da resisténcia no sistema respiratorio
(LEKEUX; ART, 1994; CUNNINGHAM; KLEIN, 2008), faz com que turbilhonamento do ar
durante a passagem pela cavidade nasal também diminua, podendo fazer com que particulas
maiores alcancem porcGes mais distais do sistema respiratorio, mesmo sem o aumento do
volume tidal durante a respiragdo. A presenca dessas particulas nas porcdes distais ativaria a
atividade neutrofilica nos bronquiolos. O valor maior de neutréfilos nos animais apos correrem
com a fita nasal € um indicio de que mesmo sem alteracdes nos parametros respiratorios de
volume respiratorio, o uso da fita nasal influencia a resposta imunoldgica pulmonar do equino.

Couétil e Denicola (1999) encontraram maiores porcentagens de linfocitos em lavado
broncoalveolar realizado 24 horas apds o exercicio fisico de alta intensidade. Os autores
concluiram que esses valores seriam secundarios a maior mobilizacdo de células do tecido
pulmonar ou um influxo de células inflamatorias dentro dos pulmdes. Entretanto, Valdez et al.
(2004) encontrou diferencas significativas nos nimeros relativos e absolutos de linfocitos, mas
com maiores indices nos animais que se exercitaram sem a fita nasal. Esses dados diferem dos
encontrados em nosso estudo provavelmente porque o tempo entre o fim do exercicio e a
realizacdo do lavado foi diferente entre os estudos. Nossa coleta de secrecdo pulmonar foi
realizada 2 horas ap6s o termino do exercicio, e por isso ndo encontramos valores mais altos de
linfocitos, e sim de neutrofilos. Creditamos a porcentagem mais baixa de linfocitos a maior

propor¢do de neutrdfilos e células epiteliais encontradas em nosso experimento. Nao foi
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possivel a coleta seriada com 2 horas, 12 horas e 24 horas para determinar se hd uma resposta
imune que progride com o tempo, pois é necessario um intervalo de 7 dias para a reconstitui¢do
celular da secrecdo pulmonar (CLARK et al., 1995; FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000).
Couétil e Denicola (1999) realizaram dois lavados em 3 dias nos mesmos animais, guiando a
obtencdo de material via endoscopia de um lado do pulmdo na primeira coleta e do lado
contralateral na segunda coleta como sugerido na literatura (SWEENEY et al., 1994), apesar de
outros autores afirmarem haver diferenga entre as coletas nos dois lados do pulméo
(DEPECKER et al., 2014). Como nossa coleta foi realizada sempre com o cateter de silicone,
acredita-se que a obtencdo da amostra foi sempre do lado direito do pulmé&o.

A presenca de maior porcentagem de neutréfilos tem importante papel na defesa
antimicrobiana e sua ativacdo excessiva pode implicar em doencas inflamatdrias. No entanto, a
presenca de neutrofilos ndo indica necessariamente que havera lesdes teciduais, como em casos
de grande acimulo de neutrofilos em humanos com pneumonia lobar por streptococcus, sem a
ocorréncia de grandes danos estruturais (BRAZIL et al., 2005). A contagem de células epiteliais
pode ser um indicativo de ledes teciduais e em nosso experimento foi proxima de zero em 14
das 18 amostras de lavado broncoalveolar. Entretanto, em quatro amostras de animais diferentes
(trés no momento Sem fita e um no Basal) os valores de células epiteliais superaram os 10%.
Espera-se no lavado broncoalveolar a auséncia ou presenca muito baixa dessas celulas,
indicando que essas amostras sdo provenientes da populacdo celular alveolar e que o
procedimento de colheita ndo proporcionou trauma das vias aéreas anteriores (FERNANDES;
MORI; SANCHES, 2000). O valor desses quatro animais pode ter sido influenciado pelo
volume da coleta, que assim como nos indices de neutrofilos, apresenta maior presenca em
brénquios. Mair, Stokes e Bourne (1987) observaram valores de células epiteliais de 32,5% em
lavados bronquiais e 14,3% em lavados broncoalveolares, atribuindo esses dados a
contaminacdo da amostra pela passagem do cateter através do sistema respiratorio anterior,
regido que apresenta grande quantidade de células epitelias decorrente da renovacgédo constante
do epitélio. Couroucé-Malblanc et al. (2002) também identificou um aumento de células
epiteliais em animais com baixo rendimento em provas. Porém, esses autores atribuiram esses
resultados a possiveis infeccdes virais associadas que levariam a eroséo epitelial, apesar de ndo
apresentarem outros sinais de doenca. Como ndo encontramos outras manifestacdes de
infeccdes virais, acreditamos na hipotese de que nossa amostra tenha sofrido influéncia do
volume utilizado para a coleta e da passagem do cateter pelas vias aéreas anteriores.

O numero de macrofagos ndo sofreu influéncia do uso da fita nasal assim como relatado

na literatura (VALDEZ et al., 2004), que realizaram os lavados de 12 a 18 horas ap0s a atividade
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fisica. Os macrofagos apresentam maior atividade em um segundo momento decorrente do
estimulo no tecido pulmonar. Entretanto, propor¢des aumentadas dessas células sdo dificeis de
ser detectadas visto que os macrofagos sdo células residentes no ambiente pulmonar
(HODGSON; HODGSON, 2007). Portanto, era esperado que em um lavado broncoalveolar
realizado duas horas apds o término do exercicio ndo houvesse nenhuma alteracdo entre os
grupos. O numero de macr6fagos espumosos foi muito baixo e ndo permitiu analise estatistica,
0 que também era esperado para 0s animais higidos utilizados no experimento.

Outras células apresentaram contagens proximas de zero no lavado broncoalveolar
como esperado em animais sadios. O numero de eosin6filos nos trés grupos foi compativel com
valores ciados na literatura (FERNANDES; MORI; SANCHES, 2000; HUGHES et al., 2003).
Como era esperado, esse parametro ndo sofreu influéncia do exercicio e do uso da fita nasal.
Hughes et al. (2003) verificaram que o metodo de coleta (aspirado traqueal ou lavado
broncoalveolar) também nédo influencia na presenca dessas células, e que a mobilizacéo dessas
ceélulas para o pulmao do equino esta mais relacionada com processos alérgicos e pneumonias
provocadas por parasitas. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os lavados
realizados antes do exercicio (Basal) e apds o exercicio (Com fita e Sem fita) referente a
variavel Multinucleadas, sendo que o nimero de células antes do exercicio foi maior. As células
multinucleadas sdo comumente encontradas em baixo nimero tanto em lavados traqueais
quanto em lavados broncoalveolares de equinos sem evidéncia de doenca inflamatoria, sendo
encontradas em maior namero em inflamacdes pulmonares cronicas (HODGSON; HODGSON,
2007). Entretanto, essas células podem ser encontradas em equinos sem evidéncia de doenca
inflamatdria pulmonar significante (BEECH, 1991).

A espirometria coletada por meio da mascara e pneumotacémetros se mostrou eficiente
com o animal em repouso, mesmo com a frequéncia respiratéria elevada. A conexao entre o
pneumotac6metro e a mascara impedem que as coletas sejam feitas com o animal em exercicio,
pois a movimentacdo da cabeca do animal desconectaria esses dispositivos. Porém, a pausa no
exercicio para a coleta em exercicios de longa duracdo ndo prejudicou a avaliacdo, visto que 0s
parametros anteriores a pausa eram rapidamente atingidos pelo animal no estagio seguinte. O
uso da mascara dessa tecnologia (Quadflow) foi validado anteriormente (CURTIS et al., 2005)
e se mostrou um método ndo invasivo e eficiente para gerar valores de fluxo e volume
respiratorio.

O meétodo de selecdo das curvas geradas pela espirometria permitiu a analise
quantitativa e qualitativa dos dados. O periodo de coleta com a mascara de 30 segundos foi o

suficiente para gerar ondas o suficiente para preenchermos os critérios de selecdo dos ciclos
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respiratérios. Outros autores selecionaram também de maneira efetiva um numero pré
estabelecido de 10 ciclos consecutivos, porém trabalharam com a escolha de apenas uma das
ondas para analise, com o critério de uma diferenca menor que 5% entre o volume inspiratério
e expiratorio (LUMSDEN et al., 1993). A escolha de trés ondas consecutivas e a utilizacao da
média dessas ondas permitiu a comparagdo dos momentos representando todos 0s momentos,
corroborando com a padronizacdo da selecdo dessas ondas como sugerida anteriormente
(KUSANO et al., 2007).

O fluxo respiratério nos exercicios de longa duracdo apresenta uma variacdo muito
grande, permitindo que avalidssemos com dados mais fidedignos a morfologia das ondas
durante o exercicio de baixa intensidade. O padrdo das ondas em geral foi bifasico na inspiracdo
e na expiracdo em repouso como relatado na literatura (GUTHRIE et al., 1995) e durante o
exercicio ndo houve diferenca entre o padrdo de quando 0s animais que correram com ou sem
a fita. O padréo durante o exercicio foi bifasico na inspiragdo e monofasico na expiracéo, e a
relacdo entre o tempo de inspiracao/expiracdo foi menor durante o exercicio, mostrando que o
tempo de expiragdo foi diminuiu e o fluxo monofasico aumentou, além do pico de fluxo
inspiratorio ser registrado na primeira fase (passiva). Esses eventos mostram uma grande
participacdo da musculatura abdominal durante os ciclos respiratorios durante o exercicio de
baixa intensidade, pois essa é fundamental na fase ativa da expiracéo e, consequentemente, na
fase passiva da inspiracao.

Né&o foi observada diferenca entre os valores de volume minuto, frequéncia respiratoria
e volume tidal entre os animais quando correram com fita ou sem fita. Entretanto, notou-se um
aumento progressivo da frequéncia respiratéria no decorrer do exercicio nos dois grupos. A
frequéncia respiratoria pode aumentar no exercicio e durante a termorregulacdo
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2008), sendo que em nosso experimento os dois fatores parecem
ter contribuido para 0 aumento da frequéncia respiratoria. O aumento da frequéncia respiratorio
também influenciou o tempo inspiratorio e expiratério. Com esse aumento com o inicio do
exercicio, houve uma diminuicdo dos tempos inspiratorio e expiratério, levando a relacéo entre
0s tempos maior que um no momento 15 min nos dois grupos. Ap6s 0 momento 30min essa
relacdo se estabilizou abaixo de um, o que mostra que o tempo expiratorio era um pouco maior
que o inspiratorio. Esse aumento com 15 min pode ocorrer devido a uma fase de excitacdo dos
animais pelo inicio do exercicio na tentativa exacerbada de suprir a demanda respiratéria. Com
o0 decorrer do exercicio, esses valores se estabilizam oferecendo uma ventilagdo compativel
com a demanda (MCARDLE; KATCH; KATCH, 1998).
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No exercicio realizado em nosso teste, predominantemente aerdébico, 0 aumento da
demanda de oxigénio € suprido pelo aumento do volume minuto, que foi atendido pelo aumento
progressivo da frequéncia respiratoria. Provavelmente o efeito da fita nasal tenha sido
minimizado nesse tipo de exercicio por esse motivo, visto que era esperado que com a possivel
diminuicdo da resisténcia na passagem do ar pela cavidade nasal haveria um aumento do
volume tidal. J& em exercicios de alta intensidade, onde a frequéncia respiratoria é sincronizada
com o ritmo do galope, o0 aumento do volume minuto se da pelo aumento do volume tidal.
Todavia, Holcombe et al. (2002) verificaram que o uso da fita nasal em exercicios a 100 e 120%
da frequéncia cardiaca méaxima ndo alterou parametros como frequéncia respiratoria, volume
tidal, volume minuto, fluxo inspiratorio e expiratorio, apesar de mostrar via endoscépio que ha
uma maior abertura do meato dorsal com a aplicacdo da fita. Como esses parametros sofrem
influéncia de diversos fatores, ainda ndo foi possivel criar uma metodologia eficiente para se
assegurar que o uso da fita nasal influencia ou ndo os valores ventilatorios em equinos, visto
que os métodos utilizados até entdo ndo foram capazes de apontar diferencas, como visto
também por Goetz et al. (2001) em analises de amostras sanguineas.

Um dado que traria muito valor a esse experimento seria a pressao inspiratoria e a
pressdo expiratdria dos animais durante o experimento. Holcombe et al. (2002) relataram uma
diminuicdo na pressdo inspiratdria nos animais com o uso da fita, sugerindo uma diminuicéo
do esforco de trabalho dos musculos respiratorios e reducdo da energia requerida para a
respiracdo. Nao foi possivel a mensuracdo da pressao esofagica concomitante a utilizacdo da
mascara no nosso protocolo de teste, porque a presenca do cateter esofagico altera o fluxo na
narina em que é posicionado (ART et al., 1990) o que interferiria nos outros resultados obtidos
no teste. Em nosso estudo, o que sugere um menor esforco de trabalho dos mdsculos
respiratorios foi a diminuicdo dos valores de frequéncia cardiaca do grupo com a fita nasal,
indicando um menor esfor¢o do sistema cardiovascular para atingir a demanda energética.
Outra explicacdo para os menores valores de frequéncia cardiaca nos animais com fita nasal,
seria que a oferta de oxigénio poderia ter sido maior para esse grupo, sendo necessario menos
esforco cardiaco para atender a demanda energética, apesar de ndo termos sido aptos a detectar
alteracdes na oferta ventilatoria. O resultado da frequéncia cardiaca teve significancia estatistica
na media durante o exercicio, apesar da grande oscilacdo desse parametro durante o teste.
Garotti e Angeli (2009) ndo encontraram diferenca nos valores de frequéncia cardiaca durante
0 exercicio em animais com a fita nasal, porém o fato de os testes serem realizados a campo

com um maior numero de interferéncias externas pode ter influenciado no resultado.
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6 CONCLUSOES

O uso da fita nasal influencia alguns fatores no exercicio de longa duragdo em equinos
da raca Arabe. A populacio de células no lavado broncoalveolar sofreu influéncia do uso da
fita, pois houve aumento na proporcéo de neutrofilos no pos exercicio nos animais que correram
com a fita, mostrando um menor turbilhonamento do ar na cavidade nasal durante o exercicio.
Entretanto, essa interven¢do ndo foi o suficiente para causar alteragdes significativamente
estatisticas nos parametros ventilatorios durante o exercicio de longa durag&o.

O uso da fita nasal parece ter exercido influéncia sobre a frequéncia cardiaca,
diminuindo seus valores em média quando os animais correram usando a fita nasal. Isso pode
indicar uma melhor oferta de oxigénio durante o exercicio de longa dura¢do com o uso da fita

nasal.
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Tabela 6 - Valores relativos das células encontradas no lavado broncoalveolar listados na

ordem em que foi realizado o lavado — S&o Paulo — 2015

Epiteliais Eosinofilos Neutrdfilos Linfécitos Macréfagos Multinucluadas Macroéfagos
Espumosos
NegaSF 48 0 16 2 32 1 1
FaltaSF 12 0 41 0 46 1 0
BrancaCF 1 0 42 0 57 0 0
OrelhaCF 2 1 55 0 42 0 0
GervaSF 31 0 2 0 66 0 0
RouseCF 0 0 32 4 62 1 0
NegaCF 0 2 35 1 62 0 0
BrancaSF 0 0 35 0 65 0 0
FaltaCF 1 0 42 1 56 1 0
OrelhaSF 0 0 27 1 70 2 0
GervaCF 1 0 11 0 86 1 0
RouseSF 0 0 1 0 98 0 0
Branca 2 6 18 4 70 0 0
Nega 0 0 11 2 84 2 0
Orelha 15 0 5 2 75 3 0
Falta 0 0 60 0 36 4 0
Gerva 1 0 3 0 94 2 0
Rouse 0 0 27 0 72 2 0
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Tabela 7 - Limites e valor-p das diferencas entre os instantes de medi¢do — Sdo Paulo - 2015

Tipo de célula

Sem fita — Basal

Com fita — Basal

Com fita - Sem fita

LI LS Valor-p LI LS  Valor-p LI LS  \Valor-p

Células epiteliais  -5,87 30,32 0,218 -20,26 1593 0,948 -32,48 3,71 0,131
Eosindfilos -3,23 1,23 0,491 -2,67 1,79 0,864 -1,67 2,79 0,797
Neutroéfilos -26,88 26,32 >0,999 -10,94 42,27 0,306 -10,66 4255 0,294
Linfocitos -2,98 1,31 0,583 -2,48 1,81 0,915 -1,65 2,65 0,820
Macrofagos -37,88 19,55 0,692 -39,99 17,44 0576 -30,82 26,60 0,980
Multinucleadas -2,72 0,05 0,060 -2,89 -0,11 0,033 -1,55 1,22 0,948

Obs.: No valor de Macréfagos espumosos nao foi possivel ajustar um modelo de regresséo para

estimar as diferengas das medias por termos somente duas medidas em um dos instantes.





