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RESUMEN

Se analizo la citologia de las muestras obtenidas por lavaje traqueobronquial en 38
equinos sanos que fueron distribuidos en dos grupos de 19 individuos. El grupo I:
animales que se encontraban sometidos a una actividad deportiva constante. El
grupo II: animales que no se encontraban en actividad deportiva. Los diferentes
tipos celulares estudiados como macrdfagos, neutroéfilos, eosindfilos y mastocitos
no mostraron diferencias significativas en ninguno de grupos de caballos
estudiados, lo que sugiere que el ejercicio no impactdé de manera significativa el
porcentaje de células inflamatorias. La técnica del lavaje traqueobronquial
demostro ser eficiente en el estudio de la dindmica célular inflamatoria a nivel

pulmonar.

PALABRAS CLAVE: Equinos, Lavaje Traqueobronquial, Citologia.
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ABSTRACT

This study analyzed the cytology of tracheobronchial washes samples obtained in
38 healthy horses that were divided in two groups of 19 individuals. Group I
animals were subjected to a constant sporting activity. Group II: animals that were
not in sporting activity. The different cell types studied as macrophages,
neutrophils, eosinophils and mast cells showed no significant differences in any
horse studied groups, suggesting that exercise did not impact significantly the
percentage of inflammatory cells. Tracheobronchial wash technique proved to be

efficient in the study of dynamics inflammatory cell in the lung.

KEYWORDS: Equines, Tracheobronchial wash, Cytology.



Evaluacion Citolégica Comparativa De Lavajes Traqueobronquiales Realizados En Caballos De Salto Sometidos A
Diferentes Exigencias Deportivas

José Luis Florez Bravo

CONTENIDO
AGRADECIMIENTOS 3
RESUMEN 4
ABSTRACT 5
LISTA DE ABREVIATURAS 9
INTRODUCCION 10
HIPOTESIS 11
OBJETIVO GENERAL 11
OBJETIVOS ESPECIFICOS 11
1. ANATOMOFISIOLOGIA DEL SISTEMA RESPIRATORIO EQUINQ:ssssssesss 12
2. ENFERMEDAD RESPIRATORIA EQUINA 16

2.1. Obstruccion Recurrente De Las Vias Aéreas Y Enfermedad Pulmonar

obstructiva asociada con pastoreo de verano 17
2.2. Enfermedad Aérea Inflamatoria (IAD) 19
2.3. Hemorragia Pulmonar Inducida Por El Ejercicio (EIPH) 23
3. DIAGNOSTICO EN LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA 26
3.1. Exdmenes Complementarios 27
3.2. Colecta Y Andlisis De Las Secreciones Respiratorias 27
3.3. Lavaje Traqueobronquial (TW) 28
3.4. Procesamiento De Muestras 31
3.4.1. Estudio Citoldgico 35
4. MATERIALES Y METODOS 37




Evaluacién Citoldgica Comparativa De Lavajes Traqueobronquiales Realizados En Caballos De Salto Sometidos A

Diferentes Exigencias Deportivas

José Luis Florez Bravo

4.1. Toma Y Remision De Las Muestras 37
4.2, Procesamiento De Las Muestras 42
5. ANALISIS ESTADISTICO Y RESULTADOS 42
6. DISCUSION 53
7. CONCLUSION 55
8. BIBLIOGRAFIA 56



Evaluacién Citoldgica Comparativa De Lavajes Traqueobronquiales Realizados En Caballos De Salto Sometidos A

Diferentes Exigencias Deportivas

José Luis Florez Bravo

INDICE DE TABLAS, GRAFICOS E IMAGENES

Figura 1. Sistema de clearance mucociliar 14
Tabla 1. Agentes que contribuyen a la respuesta inflamatoria en (RAO) 18
Tabla 2. Factores etioldgicos asociados a la Enfermedad aérea inflamatoria (LAD)»wsesssss 24
Tabla 3. Factores asociados a hemorragia pulmonar inducida por el ejerciciossmememens 25

Figura 3. Esquematizacion del lavaje traqueobronquial por via percutinea en el equino+31

Figura 4. Kit de tinciéon T15 (Diff Quick) 35
Figura 5. Elementos para la realizacion del lavaje traqueobronquial 38
Figura 6. Realizacion de lavaje traqueobronquial por via percutaneq e 39-40-41
Tabla 4. Porcentajes de cada tipo celular 43
Tabla 5. Correlaciones entre las presencias de los tipos celulares 44
Tabla 6. Cuadro de Andlisis de la Varianza (Lawley-Hotelling) 45
Grafico 1. Porcentaje de cada tipo celular por grupo 46
Grafico 2.Vectores porcentuales medios por grupo 46
Grafico 3.Distribuciones porcentuales 47
Figura 7. Microfotografia digital: neutrdfilos y linfocitos 48
Figura 8. Microfotografia digital: eosindfilos 49
Figura 9. Microfotografia digital: macrofago con material fagocitado 50
Figura 10. Microfotografia digital: macrofagos 51
Figura 11. Microfotografia digital: célula gigante, linfocitos, macrdfagos y neutrdfilo=-52



Evaluacion Citolégica Comparativa De Lavajes Traqueobronquiales Realizados En Caballos De Salto Sometidos A
Diferentes Exigencias Deportivas

José Luis Florez Bravo

LISTA DE ABREVIATURAS

* BAL: Lavaje broncoalveolar.

* BALT: Tejido linfoide asociado a los Bronquios.
* EDTA: Acido Tetraacético Etilenodiamina.
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* EIPH: Hemorragia pulmonar inducida por el ejercicio.
* JAD: Enfermedad aérea inflamatoria.

* Ig: Inmunoglobulina.
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* IgG: Inmunoglobulina G.

* IV:Via endovenosa.

*  Kg: Quilogramo.

* RAO: Obstruccion recurrente de las vias aéreas.

* SPAOPD: Enfermedad pulmonar obstructiva asociada con Pastoreo de
verano.

* TW: Lavaje traqueobronquial.
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INTRODUCCION

A través de la historia se ha podido observar que las alteraciones respiratorias
ocupan un papel significativo en la salud y desempefio en los caballos de todas las
edades y funciones deportivas (Viel & Hewson, 2001), (Santos et al. 2007). Este tipo
de enfermedades, constituyen un desafio permanente para los profesionales del
area, debido a que existen dificultades en el establecimiento de un diagnostico
preciso, mediante la utilizacion de los medios semioldgicos tradicionales (Beech,
1991). Es asi como han surgido diversas herramientas diagnosticas que hoy dia nos
permiten comprender de mejor forma la dindmica celular y las patologias de este
sistema.

Una de las ayudas diagnosticas implementadas en la actualidad, son los estudios
citoldgicos; Estos ultimos, nos pueden suministrar una valiosa informacion sobre la
naturaleza de las alteraciones que comprometen al sistema respiratorio. Entre las
técnicas de obtencion de muestras destinadas a citologia, se destaca el lavaje
traqueobronquial; técnica muy simple y confiable, que se caracteriza por prescindir
de equipamientos sofisticados; lo que la convierte en una herramienta muy util
para entender cualquier tipo de alteracion que este aconteciendo en las vias aéreas
y en los pulmones (Beech, 1975).

Por dultimo, es importante destacar que si bien, ninguna herramienta debe
substituir una detallada anamnesis y un examen clinico minucioso las técnicas de
evaluacion citoldgica de las vias aéreas, en el equino deportivo, deben ser tenidas
en cuenta como parte de la rutina diaria en la clinica médica; ya que son de
fundamental importancia en la interpretacion de diversas patologias respiratorias

y nos acercan a un diagndstico certero. (Hodgson & Hodgson, 2007).

10
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HIPOTESIS
El ejercicio, en caballos de salto, provoca modificaciones citoldgicas de tipo

inflamatorio a nivel de la trdquea y bronquios.

OBJETIVO GENERAL

Comparar las modificaciones que presenta la citologia de los lavajes
traqueobronquiales realizados a caballos de salto sometidos a diferentes exigencias

deportivas en una misma época del afo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar un porcentaje relativo para cada grupo celular encontrado en

cada lavaje.

* Cuantificar las células nucleadas totales expresadas en células por milimetro

cubico en los lavajes realizados.

11
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1. ANATOMOFISIOLOGIA DEL SISTEMA RESPIRATORIO EQUINO

El aparato respiratorio tiene como funciones principales el transporte de oxigeno y
la remocion de didxido de carbono de la corriente sanguinea (Robinson & Furlow,
2007). El aire llega a los pulmones a través de las vias respiratorias que establecen
la comunicacion entre el ambiente y los alvéolos donde el intercambio gaseoso
ocurre (Robinson & Furlow, 2007). A demas del intercambio gaseoso, el sistema
respiratorio es el responsable del metabolismo de algunos compuestos; de la
termorregulacion y ademads funciona como un reservorio de sangre gracias a una
extensa red de vasos que componen el sistema de circulacion pulmonar (Marlin &
Vicent, 2007). El aparato respiratorio equino estd dividido en dos porciones, el
tracto respiratorio anterior (cavidad nasal, senos paranasales, faringe, laringe y
trdquea) e o tracto respiratorio posterior (bronquios principales, bronquios
segmentares, bronquiolos y alvéolos pulmonares) (Gongalves, 2004). La traquea
equina es una estructura tubular flexible que se encuentra entre la faringe y la
carina, estd  formada por cuatro capas (adventicia, musculocartilaginosa,
submucosa y mucosa) y por 40 a 60 anillos fibrocartilaginosos incompletos (Voss &
Seahorn, 2004). A nivel de la carina, la trdquea se bifurca en los bronquios
primarios (derecho e izquierdo), a partir de los cuales son formados los 16bulos
craneal derecho, 16bulo accesorio, 16bulo caudal derecho y l6bulos craneal y caudal
izquierdos, respectivamente (Voss & Seahorn, 2004).

El aparato respiratorio presenta una superficie muy extensa estando
continuamente expuesto a microorganismos (inertes o patdgenos) presentes en el
aire inhalado o transportados por la circulacién sanguinea (Horohov, 2004). La
capacidad de entrar en el sistema respiratorio y tener acceso a los pulmones

depende de la dimension de las particulas y de la funcionalidad de los mecanismos

12
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de defesa respiratorios (Horohov, 2004). De un modo general, las particulas con
dimensiones superiores a 10 um son retenidas en las fosas nasales, mientras que
las particulas con dimensiones entre 2 a 10 um son aprisionadas por el epitelio
respiratorio ciliado (Junqueira & Carneiro, 2004). De este modo, solo las particulas
con menos de 10 pum son capaces de acceder a las porciones mas distales de las vias
aéreas donde son eliminadas sin que haya necesidad de una respuesta inflamatoria
o inmune en la ausencia de enfermedad respiratoria (Junqueira & Carneiro, 2004).

los mecanismos de defensa del aparato respiratorio son complejos e incluyen
barreras anatdmicas, alfombra mucociliar, sistema inmunoldgico local (mucosa),
tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT), macrofagos alveolares y el sistema
inmunitario sistémico (Christley & Rush, 2007). Las alteraciones en de cualquiera
de estos mecanismos predispone al desarrollo de infecciones. La defesa de este
sistema contra microorganismos patdgenos es asegurada esencialmente a través de
los mecanismos presentes en las vias aéreas (tracto respiratorio anterior y
posterior) y en el espacio alveolar (Pilette, Ouadrhiri, Godding, Vaerman & Sibille,
2001). En las vias aéreas existe predomino de los mecanismos de defesa mecdnicos
que incluyen la deposicion de microorganismos a nivel de la cavidad nasal y
orofaringe donde son posteriormente eliminados a través de la tos, estornudo y del
mecanismo de clearance mucociliar. El epitelio mucociliar es un mecanismo de
defensa no especifico, presente en la regién de la faringe hasta los bronquiolos
respiratorios siendo responsable de la remocion fisica de las particulas en las vias
respiratorias (Davis, 2007). Esta alfombra estd compuesta por una capa doble de
muco, células secretoras y por células ciliadas (Davis, 2007). La capa de muco es un
componente importante de la alfombra mucociliar, en la medida en que justo en

este lugar, ocurre la captura, inhibicidon, destrucciéon y remodelacion de las

13
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particulas inhaladas a través del mecanismo de clearance mucociliar (Gerber &
Robinson, 2007).

Las particulas inhaladas y los detritus presentes en el tracto respiratorio distal son
atrapados por la capa superficial de muco, siendo transportados a la faringe donde

son tragadas (Gerber & Robinson, 2007).

Figura 1. Sistema de clearance mucociliar. Adaptado de (Koeppen & Stanton, 2008).

arasympathetic Sensory Sympathetic
preganglionic afferent nerves Mucus postganglionic
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/ » gY\ ¥ ’ ‘ cell
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Hay ciertos factores que pueden resultar en la alteracion de la alfombra mucociliar,
tales como la enfermedad viral respiratoria, inhalacion de humo, amoniaco,

deshidratacion, entre otros (Mair & Rush, 2004).

La replicacion del virus de la influenza, del herpes virus equino y la inhalacion de
humo culminan en la destruccién del epitelio respiratorio, la regeneracion

completa del epitelio se produce durante un periodo de aproximadamente 21 dias

14
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(Mair & Rush, 2004). Una alta concentracion de amoniaco en la atmosfera deprime
la motilidad ciliar y enlentece el mecanismo de clearance mucociliar; la
deshidratacion aumenta la viscosidad de la capa de moco e inhibe el movimiento
ciliar y por lo tanto la efectividad de este mecanismo de defensa (Rush y Mair,

2004).

Por otro lado, la defensa del espacio alveolar estd asegurada principalmente por la
accion de los macréfagos alveolares y el BALT (Pilette et al., 2001). Las particulas
depositadas en los alvéolos son fagocitadas y destruidas por los macréfagos
alveolares; una vez fagocitadas son eliminadas de los pulmones a través del
transporte del sistema mucociliar hasta la faringe o penetran en el epitelio
respiratorio don son eliminadas a través del sistema linfatico (Davis, 2007). La
funcion de los macrofagos alveolares se ve disminuida por el ejercicio intenso, el
transporte y la infeccidon viral respiratoria prolongada (Ainsworth & Cheetham,
2010). E1 BALT esta compuesto por los nddulos presentes en la submucosa de los
bronquios segmentarios y bronquiolos terminales, es el responsable de coordinar el
mecanismo de defesa pulmonar antigénico-especifico y participa en la inmunidad
humoral y celular (Davis, 2007). Los linfocitos B presentes en el BALT producen
toda clase de inmunoglobulinas (Ig), con la excepcion de la IgM (Lunn, Soboll y
Breathnach, 2007). La IgA predomina en el tracto respiratorio anterior e inhibe la
adherencia de patdgenos al epitelio respiratorio a través de un mecanismo llamado
exclusion inmune, mientras que la IgG predomina en el tracto respiratorio
posterior promoviendo la opsonizacion y la destruccion subsiguiente de los

agentes inhalados (Lunn et al. 2007).

Los herpesvirus equinos, al realizar la replicacién a nivel del BALT inducen

necrosis de los linfonodulos y por lo tanto se desencadena un estado de

15
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inmunosupresion, aumentando la susceptibilidad a infecciones secundarias
(Wood, Smith & Newton, 2007). Los neutrdfilos y los linfocitos ejercen del mismo
modo un papel importante en la defensa durante las infecciones del tracto

respiratorio posterior (Ainsworth & Cheetham, 2010).

2. ENFERMEDAD RESPIRATORIA EQUINA

La enfermedad respiratoria sigue siendo un problema importante en la medicina
equina y ha despertado el interés de muchos investigadores en todo el mundo
(Allen & Franklin, 2007). En los caballos deportivos, las enfermedades respiratorias
son la segunda causa mas importante de disminucién de la performance,
interrupcién del entrenamiento y la retirada prematura de las competiciones;
siendo superada sélo por los trastornos musculoesqueléticos (Kusano, Hobo, Ode
& Ishikawa, 2008). Las enfermedades respiratorias que involucran las vias
respiratorias posteriores mas comunes son: la enfermedad aérea inflamatoria
(IAD), obstruccién recurrente de las vias aéreas (RAO), hemorragia pulmonar
inducida por el ejercicio (EIPH) y la neumonia (Richard, Fortier, Lekeux & Van
Erck, 2010). La infeccién del tracto respiratorio posterior es frecuentemente de
etiologia bacteriana aunque otros patdogenos también pueden estar involucrados,
incluyendo virus, hongos o parasitos (Burrell Wood, Whitwell, Chanter,

Mackintosh & Mumford, 1996); (Pusterla, Watson & Wilson, 2006).

Los signos clinicos varian segun la naturaleza de la enfermedad (enfermedades
infecciosas y no infecciosas) puede incluir intolerancia al ejercicio, tos, descarga
nasal, fiebre, disnea, taquipnea, depresidn, inapetencia, entre otros (Newton &

Chanter, 2003).
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2.1. Obstruccion Recurrente De Las Vias Aéreas Y Enfermedad Pulmonar

Obstructiva Asociada Con Pastoreo De Verano.

Robinson (2001) define a la obstruccién recurrente de las vias aéreas RAO como
una enfermedad respiratoria obstructiva caracterizada por dificultad respiratoria
con mejoria de los sintomas mediante el control de la concentracion de polvo y
alérgenos o mediante la administracion de broncodilatadores. Enfermedad
pulmonar obstructiva asociada al pastoreo de verano (SPAOPD) es una
enfermedad respiratoria similar a la RAO, ambas son enfermedades respiratorias
cronicas y estan presentes sobre todo en el caballo adulto (mayores de 7 anos)
mantenidos en estabulacion o a campo respectivamente (Costa, 2012).

La RAO y el SPAOPD pueden estar presentes en el mismo paciente, los caballos
con RAO pueden desarrollar la segunda cuando son sometidos a pastoreo (Mair,
1996). El medio ambiente es un elemento importante en la fisiopatologia de RAO y
SPAOPD, sin embargo, el mecanismo por el cual se desencadena la respuesta
inflamatoria en las vias respiratorias distales todavia necesita una mayor
aclaracion (Robinson, 2008; Ainsworth, 2010).

Anteriormente se pensaba que la RAO era el resultado de una respuesta
inflamatoria antigenoespecifica (reaccion de hipersensibilidad) contra la inhalacion
de polvos organicos presentes en el heno de mala calidad, hoy en dia se reconoce
que de igual modo podria ser causada por una respuesta inflamatoria no especifica
a agentes pro inflamatorios, como dacaros, endotoxinas, mohos (Aspergillus

fumigatus, Thermoactinomyces vulgaris, Faenia rectivirgula) entre otros (Lavoie, 2007).

17
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Tabla 1. Agentes que contribuyen a la respuesta inflamatoria en la obstruccion recurrente

de las vias aéreas (RAO). Adaptado de (Lavoie, 2007).

endotoxinas Alergenos Amonio (NH4+) Acaros del forraje
) Sulfuro de Detritus vegetales
Acido lipoproteico Glucanos i
hidrogeno (H2S)
Compuestos
Peptidoglicano Proteasas Metano (CH4) inorganicos en el
polvo
ADN bacteriano Micotoxinas
Proteasas

Hoy en dia no se tiene certeza si la RAO es un proceso infeccioso o no, sin embargo
la enfermedad respiratoria causada por virus (por ejemplo, virus de la influenza)
aumenta la predisposicion al desarrollo de esta condicion (Lavoie, 2007). Las
bacterias aisladas en las secreciones traqueales de los caballos afectados son un
reflejo de la colonizacion del tracto respiratorio distal, debido a la falla del
mecanismo de clearance mucociliar (Ainsworth, 2010). La DPOAPV es causada por
la inhalacién de particulas presentes en el pasto, se cree que las neumotoxinas son
la causa de la inflamacion y obstruccién de las vias respiratorias posteriores
(Lavoie, 2007). En ambos casos, la exposicién al polvo dispara la afluencia de
neutrdfilos hacia las vias respiratorias mas distales , la inflamacion esta
acompanada por obstrucciéon de las vias respiratorias (broncoespasmo), la
hipersecrecion de moco y la remodelacién de la pared de las vias respiratorias

(Robinson, 2008). La remodelacion del tejido respiratorio incluye una gran
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variedad de eventos que en conjunto contribuyen a la reduccion del didmetro de
las vias respiratorias exacerbando el cuadro clinico, tales como hipertrofia o
hiperplasia de las células musculares lisas, fibrosis peribronquial y la hiperplasia
de las células epiteliales (Lavoie, 2007). El cuadro clinico varia en funcién del
estadio de la enfermedad (Mazan & Tizard, 2012). Por lo tanto, en el periodo de
remisidon no se observan signos clinicos durante la fase de reposo, con la excepcion
a la intolerancia al ejercicio y tos (durante la alimentaciéon) que pueden ocurrir
debido al proceso de remodelacion del tejido respiratorio, inflamacion persistente
e hipersecrecion de moco (Mazan & Tizard, 2012). En el periodo de exacerbacion,
los sintomas no son especificos y pueden incluir flujo nasal (seroso, seromucoso, o
mucopurulento), tos, intolerancia al ejercicio y dificultad respiratoria (Davis &
Rush, 2002). La severidad y la frecuencia de la tos empeoran con la progresiéon de
la enfermedad pasando a una tos paroxistica no productiva (Davis & Rush, 2002).
En los casos mas graves se presenta taquipnea, dilatacion de los ollares, extension
de cabeza y cuello junto con pérdida de peso (Mazan & Tizard, 2012). Los caballos
con enfermedad respiratoria cronica desarrollan una linea de esfuerzo abdominal
caracteristica (heave line), debido a la hipertrofia de los musculos abdominales

externos (Mazan & Tizard, 2012).
2.2. Enfermedad Aérea Inflamatoria (IAD).

Es un sindrome que se caracteriza por la inflamacion de las vias respiratorias de
etiologia multifactorial, que se presenta con mayor frecuencia en los caballos de
deporte (Dixon, McGorum & Pirie, 2003). Este sindrome fue definido en el
Workshop International sobre la enfermedad aérea inflamatoria en el afio 2002, por la
presencia de uno o mas de los siguientes signos clinicos: tos, presencia de mucus

traqueal, evidencia citoldgica de inflamacion respiratoria, secrecion nasal, perdida

19



Evaluacion Citolégica Comparativa De Lavajes Traqueobronquiales Realizados En Caballos De Salto Sometidos A
Diferentes Exigencias Deportivas

José Luis Florez Bravo

de la performance y tiempo prolongado de recuperacion después del ejercicio, no
existen cambios en el patron de respiracion, no se presentan signos de afectacion
sistémica (por ejemplo, fiebre, depresion, falta de apetito) asi como tampoco se
evidencian cambios en el hemograma y la quimica sanguinea (Anon, 2003). El
ACVIM (Colegio Americano de Medicina Interna Veterinaria) propone otra
definicion para la IAD, En la que se describen: (1) Pérdida de la performance,
intolerancia al ejercicio o tos sin hipersecrecion mucosa, (2) Inflamacion aséptica
observada en el examen citoldgico y (3) disfuncion pulmonar basada en la
presencia de signos de obstruccion de las vias respiratorias distales,
hiperreactividad respiratoria o alteraciones en el intercambio gaseoso durante la
fase de ejercicio o reposo (Couetil et al. 2007). Esta ultima excluye todos los casos
de enfermedad aérea inflamatoria con signos de comprometimiento sistémico y
esfuerzo respiratorio grave acentuado durante la fase de reposo (Couetil et al.
2007). La IAD es mas frecuente en los animales jovenes mantenidos bajo un
régimen de estabulacion ; en entornos con alta densidad de polvo, mala ventilacién
y alta concentracion de endotoxinas, acaros, hongos y otros alérgenos capaces de
inducir la inflamacion de las vias aéreas , similar a lo que ocurre en la RAO
(Holcombe et al. 2001); (McGorum & Prie, 2003). La incidencia de la enfermedad
disminuye con la edad en los equinos deportivos, lo que sugiere una menor
susceptibilidad debido a la adquisicion de resistencia o de inmunidad contra los
principales patogenos asociados (Chapman et al. 2000). En los caballos que no se
utilizan con fines deportivos, la patologia generalmente se diagnostica en caballos
mas viejos (Allen & Franklin, 2007). La etiologia y la fisiopatologia de la
enfermedad no se encuentran definidas de forma concreta (Ainsworth y
Cheetham, 2010). Algunos autores abogan por la hipotesis de que la IAD presenta

una etiologia multifactorial, por lo que la respuesta inflamatoria pulmonar se
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produce en respuesta a la presencia de una infeccion bacteriana o viral persistente,
HPIE, inhalacién de polvo, hongos, endotoxinas, y contaminantes ambientales

(Burrell et al. 1996); (Christley & Rush, 2007); (Mazan, 2012).

La contribucion relativa de cada factor varia en los distintos grupos de poblacion
segun la edad, la dieta y la gestion preventiva, patron de distribucion de los

agentes infecciosos y la predisposicion genética (Couetil et al. 2007).

Tabla 2. Factores etioldgicos asociados a la Enfermedad aérea inflamatoria (IAD).

Adaptado de (Ghio, 2003); (Christley & Rush, 2007).

Factores Etioldgicos

Agentes infecciosos (bacterias, micoplasma, virus)

Modalidad deportiva

Secuela de HPIE

Inhalacién de agentes proinflamatdrios como endotoxinas

Gases toxicos (amonio, monoxido de carbono, ozono, dioxido de azufre)
Infeccion respiratoria viral recurrente

Reaccion de hipersensibilidad tipo I (elementos fungicos)

(ONONONONONONO;

Las bacterias y micoplasmas juegan un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad, los microorganismos aislados con mayor frecuencia son el
Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus pneumoniae, Actinobacillus, Pasteurella spp.,
Mycoplasma felis 'y Mycoplasma equirhinis, (Chapman et al. 2000); (Madera,
Munford, Newton & Chanter, 2005); (Christley & Rush, 2007). Los resultados
obtenidos en el cultivo bacteriano deben ser interpretados con cautela, ya que el

aislamiento de bacterias no siempre estd asociado a infeccion. En estos casos, la
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infeccién no es la causa de la inflamacion, pero si una consecuencia, pudiendo
empeorar o prolongar el cuadro. Los caballos sujetos a un régimen de
entrenamiento con finalidades deportivas presentan mayor predisposicion debido
a un aumento en el acumulo de particulas en el tracto respiratorio distal, deterioro
de la funcién de los macréfagos alveolares y / o episodios de HPIE que contribuyen
al proceso inflamatorio (Christley & Rush, 2007). La influencia de la infeccion
respiratoria viral en la etiologia y fisiopatologia de la IAD es todavia controvertida,
diversas investigaciones se han realizado con el fin de verificar la asociacidon entre
la infeccién por herpesvirus equino tipos 1 y 4, asi como el virus de influenza
(Wood, Newton, Smith & Marlin, 2003). Se sabe que la enfermedad causada por
virus respiratorios aumenta la predisposicion directa o indirectamente, mediante
la modificacion de los mecanismos de defensa de las vias respiratorias y por lo
tanto, conduce a un estado de mayor susceptibilidad a las bacterias, polvo, hongos
y polen, que como se ha mencionado anteriormente tienen un papel importante en
la génesis de la enfermedad (Allen & Franklin, 2007). El diagndstico se hace mas
complejo en algunas situaciones, ya que a menudo la entidad se presenta en forma
subclinica, los signos clinicos no son especificos y pueden variar dependiendo de la
edad y el grado de actividad del paciente (Burrell et al. 1996). Como regla general,
se considera que los signos clinicos mas sutiles se dan en caballos jovenes y esta
ausente durante el periodo de reposo (Hoffman, 2002); (Allen & Franklin, 2007). La
tos durante el ejercicio y / o la alimentacion y la disminucion de la performance son
los principales estimulos iatrotropicos (Christley & Rush, 2007). En muchos casos,
la IAD se manifiesta con tos cronica intermitente, intolerancia al ejercicio y
aumento del tiempo de recuperacion, ocasionalmente se puede observar descarga

nasal en pequefas cantidades (Mazan, 2012).
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2.3. Hemorragia Pulmonar Inducida Por El Ejercicio (EIPH).

La EIPH es un trastorno que se presenta en caballos de carrera cuando se someten
a ejercicio intenso (velocidad maxima) aunque también se observa ocasionalmente

en otros deportes (Radostitis, Gay, Hinchcliff & Constable, 2009).

La incidencia mas alta de episodios de EIPH se asocia con aumento de la
intensidad del ejercicio, historial de episodios previos de sangrado, tiempo de
entrenamiento prolongado, edad (mds comun en caballos adultos), inflamacién
respiratoria preexistente, arritmias cardiacas (por ejemplo, fibrilacion auricular) y
obstruccion severa o moderada de via aérea (Durando, 2012). No existe consenso
con respecto a la prevalencia de la enfermedad, la incidencia es mas o menos es
dependiente del método de diagnodstico utilizado y la frecuencia con la que se

examinaron los pacientes (Durando, 2012).

La EIPH es causada por la ruptura de los capilares alveolares, dandose el paso de
la sangre hacia el espacio intersticial y alveolar en una primera etapa y
posteriormente, hacia los bronquios y la trdquea (Hinchcliff, 2007). Los capilares
presentes en la porcion caudodorsal son los mas afectados, especialmente en la fase
inicial de EIPH, la parte ventral rara vez se ve involucrada (Hinchcliff, 2007). La
ruptura de los capilares es secundaria a un aumento de la presién transmural
(diferencia entre la presion capilar y la presion alveolar) durante el ejercicio

(Ainsworth & Cheetham, 2010).

Aunque la hemorragia pulmonar inducida por el ejercicio ha sido una patologia
ampliamente estudiada a nivel mundial; hoy dia constituye una entidad clinica

que representa un gran desafio en cuanto al entendimiento de su fisiopatologia.
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Figura 2. Hemorragia pulmonar inducida por el ejercicio, se observa: sangrado nasal (A);

sangrado a nivel de traquea (B)-[vista endoscdpica]. Adaptado de (Nathan, 2004)

La presiéon arterial pulmonar media es de 20 a 25 mmHg durante el reposo,
pasando a una presion superior de 90 mmHg durante el ejercicio intenso debido a
un aumento del gasto cardiaco (Hinchcliff, 2007). Por lo tanto, el aumento de la
presion arterial pulmonar asociada con un aumento de la presion atrial izquierda
durante el ejercicio, resulta en el aumento de la presion capilar pulmonar
(Langsetmo, Fedde, Meyer & Erickson, 2000). Asociado a este factor ocurre una
marcada disminuciéon en la presion pleural y por lo tanto hay una caida de la
presion alveolar (Langsetmo et al. 2000). Por lo tanto, el aumento de la presion
capilar pulmonar y la reduccion de la presion pleural contribuyen a una mayor
predisposicion a la ruptura capilar pulmonar en la génesis de la HPIE (Langsetmo

et al. 2000).
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Tabla 3. Factores asociados a hemorragia pulmonar inducida por el ejercicio (HPIE).

Adaptado de (Hinchcliff, 2007).

Propiedades reoldgicas de la sangre (viscosidad, morfologia de los eritrocitos)

Obstruccion extrinseca o intrinseca del aparato respiratorio (hemiplejia laringea,

broncoconstriccién)

Neovascularizacion bronquial

Fibrosis o alteraciéon de la complacencia pulmonar

Independientemente de la causa, la ruptura de los capilares y la posterior
hemorragia hacia el espacio intersticial y la via aérea conducen a la inflamacion,
fibrosis y alteracién de la distensibilidad pulmonar (Radostitis et al. 2009). La
combinacion de alteraciones en las estructuras y de la presion pulmonar durante el
ejercicio perpetuan la lesion pulmonar por medio de episodios repetidos de
sangrado y de inflamacion que pasan a asumir un cardcter cronico (Radostitis et al.
2009). Los caballos afectados presentan un historial de disminucion de la
performance y presencia de sangre en la traquea, observadas por endoscopia y

epistaxis (Durando, 2012).

N
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En la mayoria de los casos de EIPH no son detectados cambios en el examen fisico
o las alteraciones presentes no son especificas, con la excepcion de epistaxis que se
produce en algunos casos (Hinchcliff, 2007). Cuando se presenta epistaxis, es
generalmente bilateral y ocurre durante o poco después del ejercicio (Hinchcliff,

2007).
3. DIAGNOSTICO EN LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA.

El diagnostico precoz y la instauracion de un plan de tratamiento adecuado son
esenciales para minimizar las alteraciones respiratorias y las pérdidas economicas
asociadas, asi como también para lograr una reduccion en el tiempo de
recuperacion del paciente (Ainsworth & Cheetham, 2010). La realizacion de una
adecuada anamnesis y un historial clinico completo, ademas de un correcto
examen clinico son esenciales en el proceso de diagnodstico, ya que la informacion
obtenida permite la identificacion de problemas, la definicién de la lista de
diagnosticos diferenciales (DD) y la seleccidon de los exdmenes mas adecuados de
acuerdo a la sospecha clinica (Roy & Lavoie, 2003). Las pruebas complementarias
utilizadas para la evaluacién de las vias respiratorias son la endoscopia,
radiografia, ecografia, andlisis de gases en sangre, citologia y cultivo bacteriano de
secreciones respiratorias, examen fecal (btusqueda de pardsitos pulmonares),
pruebas de piel, examen histolégico de la mucosa respiratoria y parénquima
pulmonar, entre otros (Radostitis et al. 2009). Ademas, hay nuevas metodologias
tales como la tomografia computarizada y la resonancia magnética que han sido
sustancialmente mas utilizadas, sobre todo en las enfermedades del tracto

respiratorio anterior (Radostitis et al. 2009).
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3.1. Examenes Complementarios.

Una vez establecido el origen de los signos clinicos se puede recurrir a pruebas
adicionales que pueden ser usadas para establecer un diagnodstico definitivo,
documentar la naturaleza de los problemas, proporcionar informacion util con
respecto a la formulacién de un plan de tratamiento y el prondstico adecuado
(Dixon et al. 2003). En la actualidad, se cuenta con numerosos examenes
adicionales disponibles para la evaluacion de las vias respiratorias, sin embargo,
teniendo en cuenta la naturaleza del presente estudio solo se describirda la

evaluacion de las secreciones respiratorias.
3.2. Colecta Y Analisis De Las Secreciones Respiratorias.

Un andlisis de las secreciones respiratorias nos permite llegar a un diagnodstico de
las enfermedades respiratorias mas frecuentes, con una buena sensibilidad, asi
como también nos permite el estudio de la fisiopatologia de los procesos
involucrados, y el seguimiento de los casos después de la terapia instaurada
(Radostitis et al. 2009). La colecta de las secreciones respiratorias puede llevarse a
cabo mediante lavaje traqueobronquial (TW), y lavado broncoalveolar (BAL),
entre otros procedimientos (Richard, Fortier, Lekeux & Van Erck, 2010). Las
muestras obtenidas mediante dichas técnicas pueden ser sometidas a citologia,
analisis bioquimico, cultivo bacteriano, aislamiento de virus, pruebas moleculares
e histopatologia (Richard et al. 2010). Es importante sefhalar que la técnica utilizada
y el método de colecta pueden afectar de una manera significativa una los
recuentos celulares, el tipo de células obtenidas y los recuentos bacterianos, por lo
cual deberia existir una estandarizacion de los protocolos utilizados en relacion

con el periodo de muestreo (por ejemplo, reposo o después del ejercicio), el
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volumen vy el tipo de liquido instilado, manejo y procesamiento de las muestras

(Hodgson & Hodgson, 2007).

El lavaje traqueobronquial (TW) permite la toma de muestras de secreciones
respiratorias presentes en las vias respiratorias grandes, la traquea y los bronquios,
mientras que las muestras de lavado broncoalveolar (BAL) son recogidas de las
vias respiratorias mas pequefias y la region distal (Taylor et al. 2010).(Van Erck
2009), (Hodgson, 2006); (Radostitis et al. 2009) informan de que existe una
correlacion significativa entre la TW y la citologia del BAL. Por lo tanto, la
poblacion de células muestreada por una de las técnicas no es representativa de la
otra, seleccionando asi el método de muestreo depende de los signos clinicos, la
ubicacion y la naturaleza de la enfermedad. La colecta de las secreciones de las vias
respiratorias se indica con mas detalle en la presencia de tos, perdida de la
performance, secrecion mucopurulenta en la trdquea, epistaxis después del
ejercicio, fiebre de origen desconocido y disnea (Hodgson & Hodgson, 2007). En
casos de perdida de la performance o tos durante el ejercicio se recomienda la toma
de muestras a través de TW y BAL para aumentar el espectro de la evaluacion
respiratoria (Van Erck, 2009). Cuando se realizan ambas técnicas, el TW se debe
realizar primero para evitar la posible contaminacién transitoria de la traquea

distal por la flora orofaringea ocasionada por el BAL.
3.3. Lavaje Traqueobronquial (TW).

El lavaje traqueobronquial es una técnica sencilla, de uso frecuente en el
diagndstico de las enfermedades respiratorias, como la neumonia bacteriana, la
perineumonia y fiebre de origen desconocido (Ainsworth y Cheetham, 2010). El
lavado y la aspiracién traqueal pueden llevarse a cabo por puncidon percutanea
(transtraqueal) o a través del canal de trabajo del endoscopio (Schaer & Orsini,
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2007). El lavaje traqueobronquial por via transtraqueal difiere del lavado traqueal
endoscopico, ya que se lleva a cabo por puncion percutanea de la traquea a nivel
del tercio medio del cuello (Schaer y Orsini, 2007). (Wilfong & Waldridge, 2009)
recomiendan la sedacion de los pacientes antes del procedimiento a través del uso
de Xilacina (0,5 a 1,1 mg / kg IV) o detomidina (0,01 a 0,02 mg / kg IV) y Butorfanol
(0,02 a 0,04 mg / kg IV). Los mismos autores también informan de que el uso de
Butorfanol reduce la frecuencia de los episodios de tos, ademas de su efecto
sedante. Cuando se realiza el TW por via percutdnea se debe proceder a la
tricotomia y asepsia de una superficie de unos 10 cm2 en la linea media del cuello
(Schaer & Orsini, 2007). La técnica consiste en la localizacidn y la estabilizacion de
la trdquea manualmente con la otra mano para colocar la aguja perpendicular a la
piel y realizar la puncion de la traquea entre dos anillos de traquea (Schaer y
Orsini, 2007). Después de la puncién, una sonda siliconada debe ser introducida a
través de la aguja y dirigida hacia la traquea distal, luego se debe administrar de 20
a 30 ml de solucion salina (Schaer & Orsini, 2007). Para recuperar el fluido se
puede aspirar después de la instilacion de solucién salina completa o parcial hasta
que se sienta tension en la succién con la jeringa (Schaer & Orsini, 2007). En esta
etapa, puede ser necesario repetir la administracion de solucion salina (hasta 100
ml) para aumentar la cantidad de fluido recuperado (Schaer & Orsini, 2007). La
enfermedad pulmonar facilita el proceso de toma de muestras por la presencia de
una cantidad variable de secrecion a nivel de la entrada del torax (Radostitis et al.
2009). Después de tomar la muestra se retira la sonda y después la aguja
cuidadosamente para evitar posibles secuelas .El material obtenido se somete a
estudios citoldgicos, microbioldgicos o cualquier otro que se considere necesario.
La técnica transtraqueal tiene la ventaja de que impide la cavidad nasal y el tracto

respiratorio anterior de este modo se disminuye el riesgo de contaminacién de la
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muestra por la microflora nasofaringea (Holl & Schumacher, 2011). Por el
contrario, el uso del endoscopio se asocia con un mayor riesgo de contaminacion
comprometiendo la utilidad de las muestras para cultivos bacterianos (Holl &
Schumacher, 2011). La contaminacion de las muestras obtenidas por medios
endoscopicos puede estar limitada por el uso de una solucion de desinfeccion
(clorhexidina 2% y 70% de alcohol) del tubo entre cada examen endoscdpico y por

el uso de catéteres con sistema de proteccion (Hodgson & Hodgson, 2007).

Las contraindicaciones se asocian con la enfermedad respiratoria grave (no
constituye una contraindicacién absoluta), no hay medios adecuados para la
contenciéon y la tos espontdnea severa (Radostitis et al. 2009). En ciertos casos
puede ocurrir retroflexion del catéter proximal a la orofaringe y la trdquea durante
la tos resultando en la contaminacién de la muestra o una colecta involuntaria de
las secreciones del tracto respiratorio anterior (Hewson & Viel, 2002). La
contaminacién de las muestras se puede confirmar en la citologia ya que se
observan células epiteliales escamosas que estan ausentes en la porcion distal de la
laringe (Dixon, 1997). Las muestras con un recuento elevado de células escamosas
presentan un mayor numero de bacterias que las muestras con recuentos mas bajos
(Dixon, 1997). Por lo tanto se ha sugerido que el numero de células escamosas
recuperadas puede estar asociado al nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) obtenidas a partir de cultivo bacteriano (Christley, Hodgson, Rose, Reid &
Hodgson, 1999).

El nimero exacto de células escamosas que puede ser sugestivo de infecciéon aun
no estd claro, lo que podria explicarse por los diferentes recuentos bacterianos

observados en diferentes estudios y por la distribucion no homogénea en la
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citologia; estos datos deben interpretarse a la luz de la informacion proporcionada

por el examen clinico, citoldgico y bacteriologico.

Figura 3. Esquematizacion del lavaje traqueobronquial por via percutinea en el equino.
(Florez Bravo, 2013).

3.4. Procesamiento De Muestras.

Tras la recoleccidon, las muestras deben ser evaluadas en relacion al olor, turbidez,
color, presencia de moco y otros elementos (por ejemplo, los residuos, los
coagulos) (Hoffman, 2008). Las muestras recuperadas por BAL tienen un aspecto
espumoso que indica la presencia de surfactante pulmonar (Hoffman, 2008). Las

secreciones respiratorias son inodoras, claras o con un indice de turbidez medio en
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la ausencia de enfermedades respiratorias (Hoffman, 2008). La presencia de un mal
olor puede indicar infeccion por bacterias anaerobias o necrosis del tejido
pulmonar (Hoffman, 2008). El color del liquido varia teniendo en cuenta el
porcentaje de células nucleadas y los eritrocitos presentes, por lo que el aumento
de la tasa de turbidez estd asociada con hipersecrecion de moco, aumento del
recuento celular o detritus (Hodgson & Hodgson, 2007). En presencia de un
episodio reciente de HPIE, el color varia desde rosa a rojo, pasando posteriormente
a marron debido a la concentracion de hemosiderina (Hodgson & Hodgson, 2007).
La evaluacion de la cantidad de moco presente en el TW y el BAL debera ser
realizada en conjunto con endoscopia del tracto respiratorio (Hodgson & Hodgson,
2007). El mecanismo de clearance mucociliar en caballos sanos es eficiente, de
modo que la produccion y eliminaciéon de moco se mantienen en equilibrio
(Hodgson, 2006). Por lo tanto, estos animales tienen muy poco o ningin material
mucocelular transltcido, de color verde palido y un pequefio niumero de células
libres (Hodgson, 2006). En las ldminas tenidas por el método de Wright, el moco se
observa de color rosa o azul claro (Zinkl, 2002). La hipersecrecién mucosa y la
acumulacion subsiguiente de muco a nivel de los bronquiolos mas pequefos
pueden resultar en la formacion de espirales observados en el examen citologico
llamados espirales de Curschmann (Zinkl, 2002). El aumento de la produccién
muco o secrecion mucopurulenta se observa en RAO, IAD, bronquitis crénica y
neumonia (bacteriana, fungica o parasitaria) (Holcombe et al. 2006). La
hipersecrecion de muco moderada a severa estd asociada con la perdida de la
performance incluso en la ausencia de otros signos de enfermedad respiratoria

(Holcombe et al. 2006).
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El andlisis de las muestras debe realizarse inmediatamente después del
procedimiento para prevenir cambios celulares y la multiplicacion bacteriana (Van
Erck, 2009). Las muestras pueden destinada a citologia pueden almacenarse en
tubos que contengan EDTA de Na K a temperatura ambiente durante un periodo
de hasta 8 horas o refrigeradas a 4 ° C hasta 24 horas (Van Erck, 2009). E1 EDTA
preserva la morfologia celular, enlentece el crecimiento bacteriano y evita la
formacion de coagulos (Taylor et al. 2010). Las bacterias anaerobias son
particularmente susceptibles al EDTA y por lo tanto, las muestras destinadas a
cultivo bacterianos son almacenada en tubos sin anticoagulantes o adecuado de
transporte en condiciones de refrigeracion y deben ser procesados tan rapidamente
como sea posible para evitar el sobrecrecimiento de microorganismos

contaminantes (Taylor et al. 2010).

El procesamiento de las muestras destinadas al examen citoldgico incluye la
preparacion del frotis, fijacion y la tincién antes del examen microscopico
propiamente dicho. El frotis se debe realizar inmediatamente después de la
recoleccién, debido que los datos se utilizan como referencia en términos de
morfologia celular y de poblacion bacteriana (Hodgson & Hodgson, 2007). La
celularidad (namero de células) de las muestras es un factor determinante para la
preparacion del frotis, debido a que el indice de mayor o menor turbidez
determina la necesidad de centrifugacion previa de las muestras (Schaer & Orsini,
2007). La celularidad se puede estimar en base a la turbidez de la muestra y la
presencia de moco, o también puede ser determinada por el recuento de células
totales (Schaer & Orsini, 2007). Es asi como en las muestras con alta celularidad (>
30.000 células nucleadas / uL) se puede proceder al frotis directamente; las

muestras con celularidad moderada (3.000-30.000 células nucleadas / uL) deben ser
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centrifugadas y los frotis se deben realizar a partir del sedimento; en las muestras
con baja celularidad (<3000 células nucleadas / uL) se recomienda el uso de
citocentrifugacion (Schaer & Orsini, 2007). La centrifugacion no es totalmente
inocua con respecto al recuento diferencial. (Richard et al. 2010) informaron que en
las muestras sometidas a centrifugacion el recuento de neutrdfilos no se vio
afectado de manera significativa, el porcentaje de linfocitos es menor y el
porcentaje de macrofagos, mastocitos y eosindfilos se incrementa. La
citocentrifugacion tiene la ventaja de que las células se concentran en un solo
punto; esto facilita la evaluacion microscdpica (Richard et al. 2010). Después de la
preparacion del frotis, este debe ser secado al aire y ser tefiido. Diversos colorantes
se encuentran disponibles en el mercado para la identificacion y cuantificacion de
las poblaciones celulares presentes en el TW y el BAL. Los neutroéfilos, macrofagos,
linfocitos y células epiteliales se identifican facilmente con base en su morfologia a
través del uso de derivados de la tinciéon de Romanowsky (por ejemplo, Diff-Quik,
Wright, tincidon de hematoxilina-eosina) (Stokol & French, 2007). Los colorantes de
tipo Romanowsky o policromdticos son los colorantes patron utilizados en la
citologia, se forman por la combinacién de azul (azul, pH basico) y eosina (rojo, pH
acido) (Stokol & French, 2007). Los colorantes basicos se unen a las estructuras
acidas (por ejemplo, ADN, RNA) coloredndolas en varias tonalidades de azul a
purpura, mientras que los colorantes 4cidos se unen a estructuras alcalinas
presentes en el citoplasma coloredndolas en diferentes tonalidades de rojo (Stokol
& French, 2007). Denicola (2007) afirma que la mayor ventaja proviene del hecho
de que estos colorantes pueden ser utilizados en muestras que han sido fijadas por
el secado del aire dando tiempo al patologo para preparar adecuadamente las
muestras sin tener que recurrir al uso de etanol o de otros fijadores. El porcentaje

medio de los mastocitos, determinado en frotis coloreados con derivados de
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Romanowsky es menor que cuando son utilizados colorantes especificos,
incluyendo May-Grunwald-Giemsa y azul Tuloidina (Leclerc, Desnoyers,
Beauchamp & Lavoie, 2006). Los colorantes tipo Romanowsky no tifien los
granulos metacromaticos, por lo que la identificacion de los mastocitos es
laboriosa, subjetiva y depende de la experiencia del patdlogo (Hughes, Malikides
Hodgson & Hodgson, 2003); (Radostitis et al. 2009).

Figura 4. Kit de tincién T15 (Diff Quick).

3.4.1. Estudio Citologico.

La citologia es una prueba complementaria de uso comun en el diagnostico de la
enfermedad de las vias respiratorias distales en equinos (Lavoie, 2007). Esta tiene
como objetivos buscar y reconocer la presencia de inflamacion o neoplasia,
verificar los efectos de la lesion tisular y la naturaleza del proceso (por ejemplo,
infecciosa, alérgica, inmunomediada) (Raskin, Meuten & Rebar, 2005,). El
diagnostico de la enfermedad respiratoria se basa a menudo en la proporcion de
células inflamatorias especificas, incluyendo los neutrofilos y linfocitos (Raskin et

al. 2005). Sin embargo, aun queda mucho por descubrir sobre la distribucion de los
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eosinofilos y los mastocitos en el tracto respiratorio distal de los animales enfermos
y sanos (Hughes et al. 2003). Los mismos autores informaron que en su experiencia
personal, los mastocitos son mas frecuentes en las muestras de las vias
respiratorias distales, mientras que los eosindfilos se encuentran mas
frecuentemente en las vias respiratorias proximales. Por lo tanto, la técnica de
recoleccion puede tener una influencia en los tipos de células obtenidas por lo que
el BAL es mas recomendado para la deteccion y cuantificacion de los mastocitos,
mientras que el TW para la identificacion de los eosindfilos segun el autor. El
diagndstico definitivo no siempre se consigue mediante citologia, pero el proceso
general de la enfermedad (inflamacion o neoplasia) puede ser facilmente
reconocido a menudo si se usa un enfoque correcto (French, 2009). La importancia
de la informacion proporcionada por el examen citologico se determina en relacion
con los signos y la anamnesis, asi como sobre la base de los datos obtenidos a
través de otros medios complementarios de diagndstico. El examen citoldgico se
lleva a cabo a partir de frotis coloreados y observados a través del microscopio
optico. Este examen se puede dividir en cuatro fases, la determinacién de la
calidad del frotis a través del reconocimiento de artefactos asociados al
procesamiento de las muestras (por ejemplo, fijacion, tincidon), observaciéon de la
morfologia celular general (busqueda de alteraciones nucleares o degeneracion
celular); recuento de células totales y recuento diferencial (Denicola, 2007). Durante
el examen microscopico es esencial determinar si los tipos celulares y la morfologia
corresponden a lo esperado, si existen indicios de inflamacion e identificar el tipo
de célula predominante e investigar la presencia de contaminantes en la muestra
(por ejemplo, bacterias, polen, elementos fungicos, cristales, detritus) (Denicola,
2007). Para realizar adecuadamente un examen citologico es necesario estar

familiarizado con la morfologia y el tipo de células que componen el sistema
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respiratorio del equino, las enfermedades mas frecuentes y sus efectos en el arbol

respiratorio.

4. MATERIALES Y METODOS.

Este estudio fue realizado en la seccién de veterinaria del colegio militar de la
nacion, ubicado en la Avenida Matienzo y Ruta 201 - El Palomar ,Provincia de
Buenos Aires, Argentina.

Fueron seleccionados para esta experiencia 38 ejemplares adultos de la raza silla
argentino, utilizados para el deporte ecuestre del salto, los animales
correspondieron a individuos de ambos sexos, entre los 8 y 15 afios de edad. Se
pudo determinar que al momento de la realizacién del experimento los individuos
se encontraban clinicamente sanos, con un plan sanitario al dia y en igualdad de
condiciones de manejo, sometidos a un régimen de semiconfinamiento, en donde
se encontraban estabulados por la noche y mantenidos en piquetes durante el dia.
El principal objetivo de este estudio fue evaluar y comparar los distintos tipos
celulares presentes a nivel de traquea y bronquios en dos grupos de caballos en la
época de verano; para lo cual fueron distribuidos en dos grupos de 19 individuos.
El grupo I: animales que se encontraban sometidos a una actividad deportiva

constante y el grupo II: animales que no se encontraban en actividad deportiva.

4.1. Toma Y Remision De Las Muestras.

Para obtencion del lavaje traqueobronquial por via percutanea, los animales
fueron sometidos a la técnica descrita por Mansmann & Knight (1972) y Fernandes
et al. (2000) que consistid en la sedacion del individuo mediante el uso de Xilacina

clorhidrato al 10% a una dosis de 1,1 mg/kg por via endovenosa (EV).
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Posteriormente se procedié a la realizacion de la tricotomia y anti-sepsia de un
area de 10x10cm, en la regién media y ventral del cuello; craneal a la bifurcacion
del musculo esternocefalico. Seguidamente fue introducida una aguja calibre 10 G
a través de la piel entre dos anillos traqueales, hasta alcanzar el lumen de la
traquea. A continuacion una sonda siliconada de polietileno K33 de 45 cm de
longitud fue introducida por dentro de la aguja
Figura 5 hasta la regiéon de la carina, donde fueron
instilados de 20 a 30 ml de solucion salina
fisiologica estéril al 0.9%; inmediatamente
después de este procedimiento se realizd una
succion leve por medio de la jeringa logrando
recuperar un 50 a 60% del liquido instilado. El
fluido obtenido fue almacenado en alicuotas
con el agregado de EDTA (de Na y K) en las
mismas proporciones que para la sangre.

Dichas alicuotas Fueron transportadas en

estado de refrigeracion a 4° C, en contenedores
de telgopor con pack refrigerante. Cabe destacar que todas las muestras fueron
tomadas en estado de reposo post ejercicio y el contenido obtenido fue
transportado y procesado en un tiempo maximo de 4 horas siguiendo las

recomendaciones descritas por McGorum & Dixon (1994).

Figura 5. Se observa: (1) Tuvo con EDTA de Na K, (2) Sonda siliconada K33, (3) Aguja
calibre 10G, (4) Jeringa de 60 ML
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Figura 6. Realizaciéon de lavaje traqueobronquial por via percutdnea. se obsrva:

Tricotomia De La Zona [(A)-Vista Lateral, (B)-Vista Ventral]; Desinfeccion Del Area (C);
Inmovilizacion Mecdnica Mediante El Uso De Mordaza (D); Estabilizaciéon De La Trdquea
Y Determinacién De La Zona De Puncion (E); Puncion (F); Aguja Ubicada Entre Dos
Anillos Traqueales-Vista Ventral (G); Introduccion De La Sonda A Través De La Aguja
(H); Acoplamiento De La Sonda A La Geringa (I)(I1); Instilacion De La Solucién Salina
Fisiologica Estéril Al 0.9% (]); Extraccion Del Contenido Mediante Succion Suave (K);
Retirado De La Sonda (L); Retirado De La Aguja (M); Desinfeccién Del Area Incidida (N);

Vertimiento Del Contenido En La Alicuota (O); Contenido Recuperado En La Alicuota (P)
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4.2. Procesamiento De Las Muestras.

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo en el laboratorio del hospital
escuela de la facultad de medicina veterinaria de la Universidad de Buenos Aires,
Argentina.

Para la realizacién del estudio citologico las muestras fueron sometidas a
centrifugacion y luego se realizaron extendidos que se fijaron con coloracion T15
(Diff Quick). Cada muestra fue posteriormente examinada utilizando todos los
rangos de objetivo del microscopio dptico, realizdndose de este modo un recuento
diferencial de 300 células, siendo expresadas como porcentaje relativo para cada
grupo celular encontrado. El recuento de células nucleadas fue realizado mediante

un hemocitometro en camara de Neubauer.

5. ANALISIS ESTADISTICOY RESULTADOS.

Como modelo estadistico fue utilizado un andlisis multivariado de varianza
(MANOVA) que permite analizar la relacién entre una o mds variables
independientes y dos o mas variables dependientes. Para este estudio fue

conveniente la utilizacion del test de Hotelling.

Los resultados obtenidos en el presente experimento se encuentran representados

en las tablas (4, 5 y 6); asi como también en los graficos (1,2 y 3).

Los hallazgos citoldgicos mas representativos pueden observarse en las figuras (7,

8, 9,10, y 11) respectivamente.

El andlisis citologico comparativo de las células presentes el lavaje

traqueobronquial de aquellos caballos que se encontraban en actividad deportiva
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(grupo I) y aquellos que no se encontraban saltando (grupo II) muestra que hubo

un aumento significativo de linfocitos en el grupo I con respecto al grupo II.

Para el resto de los grupos celulares en estudio (macrofagos, neutrofilos,
eosindfilos, basodfilos, mastocitos, y células epiteliales) no se encontraron

diferencias significativas.

Con respecto al recuento de células nucleadas totales medidas en células por mm?3

no se encontraron diferencias significativas para ningtn grupo.

Tabla 4. — Porcentajes de cada tipo celular (variables de la izquierda) en promedio por
grupo.

Grupo | II

Macrofagos % 45,68 47,16
Neutréfilos % 8,47 7,74
Linfocitos % 4,53 2,26
Eosinofilos % 0,42 0,21
Células Epiteliales % 40,32 42,32
Basdfilos % 0,26 0,16
Mastocitos % 0,11 0

Rec. De Células Nucleadas 1452,63 1468,42
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Tabla 5. — Correlaciones entre las presencias de los tipos celulares.

Matriz de correlacion
comun

Neutr Eosin6 Células
fagos ofilos | citos filos | Epiteliales | ilos citos | Rec. De Células
% % % % % % % Nucleadas.
, 6,00
Macrofagos % 1 0,14 | -0,03 | -0,03 -0,9 E-04 | -0,36 0,24
Neutrofilos %  RyRW 1 |061] 018 | -053 |05 | 0,04 0,55
SUCEICERUEN 0,03 | 0,61 1 0,15 -0,33 | 0,19 | 0,05 0,31
SELUILERCE 0,03 | 0,18 | 0,15 1 -009 |-0,11| 0,04 0,12
Células -09 | -053 | -0,33 | -0,09 1 -0,09 | 0,29 -0,42
Epiteliales %
SRR 6 00E | 0,45 | 0,19 | -0,11 | -0,09 1 ]-016 0,03
-04
VESCRICSRII 036 | 0,04 | 0,05 | 0,04 029 |-016| 1 -0,27
Rec. De
Células 024 | 055 | 031 | 0,12 | -042 | 0,03 |-027 1
Nucleadas.

Algunas variables aparecen fuertemente correlacionadas. Algunas asociaciones son
positivas, eso indica que si hay presencia de un tipo, hay presencia de otro tipo,
cuando por el contrario la asociacion es negativa, significa que al aumentar una de

ellas disminuye la presencia de la otra.
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Tabla 6. — Cuadro de Andlisis de la Varianza (Lawley-Hotelling)

E.V. Estadistico F gl(num) gl(den) p
Grupo 043 1,54 8 29 0,1857

Variable Grl Gr2  n@) M@ D@ D@ Mdn Mdn W p(2 colas)
a(1) a(2)

Rec. De Células
Nucleadas. 675,2 | 692,8

Fue analizada la composicién porcentual de ambos grupos mediante el test de
Hotelling y no se detectan diferencias significativas entre las distribuciones

porcentuales consideradas conjuntamente entre los dos grupos.

Testeando de a una las presencias, se encuentran diferencias significativas

solamente para los linfocitos.
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Grafico 1. — Porcentaje de cada tipo celular por grupo.

Perfil multivariado por grupo
1541,84
1138,03
f =
=1
£
8
o 1321
(o]
]
[1T]
330,30-
=73,42 T T T T T T T T 1
Macrofagos %Neutrofilos % Linfocitos % EosinofilosOalulas Epiteliales Basofilos % MédocheCélulas Nucleadas Totales {

Se puede observar que en todos los casos los porcentajes aparecen casi

superpuestos.

Grafico 2. — Vectores porcentuales medios por grupo.

Valores medios por grupo
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Grafico 3. — Distribuciones porcentuales.

Diagrama de sectores por grupo

Grupo 1,00
WBatndios % (0%)

Celulaz Epiteliales % (40%)
Macrofagos % (45%)

Linfocitos % (5%
Eosinofilos % (0%}

Meutroflos % (8%)

Bazofilos % (0%)

Grupo 200

Celulaz Epiteliales % (42%)
Macrofagos % (47%)

Eqgira files e ()

Meutrofilos % (8%)

En el anterior diagrama circular se puede observar la clara similitud entre los

porcentajes de cada grupo.
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Figura 7. Microfotografia digital de citologia de lavaje traqueobronquial en caballo de
grupo I: Se observa fondo basdfilo con abundante muco (A). Presencia de linfocitos (L)
polimorfonucleares neutrdfilos (N) y célula epitelial superficial (CES). Tincién 15 (Diff-

Quik). Microscopia optica en aumento de 1000X.
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Figura 8. Microfotografia digital de citologia de lavaje traqueobronquial en caballo de
grupo I: Se observa gran cantidad de muco (A). Presencia de Eosindfilos (E) con grinulos
caracteristicos bien definidos (flechas). Tincion 15 (Diff-Quik). Microscopia dptica en

aumento de 1000X.
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Figura 9. Microfotografia digital de citologia de citologia de lavaje traqueobronquial en
caballo de grupo II: Se observa fondo basdfilo (A). Presencia de macréfago (M) con material

fagocitado (flecha). Tincién 15 (Diff-Quik). Microscopia dptica en aumento de 1000X.
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Figura 10. Microfotografia digital de citologia de lavaje traqueobronquial en caballo de
grupo II: Se observa fondo basdfilo con abundante muco (A). Presencia de macrofagos (M).

Tincion 15 (Diff-Quik). Microscopia dptica en aumento de 1000X.
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Figura 11. Microfotografia digital de citologia de lavaje traqueobronquial en caballo de
grupo I: Se observa fondo basdfilo con abundante muco (A). Presencia de célula gigante
(CG), linfocitos (L), polimorfonucleares neutrdfilos (N) y macréfagos (M). Tincién 15
(Diff-Quik). Microscopia dptica en aumento de 1000X.
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6. DISCUSION.

Los macrdfagos alveolares fueron la célula predominante en las muestras
obtenidas, resultado coincidente con reportes bibliograficos de referato como los
de (Hoffman et al. 2002); (Viel & Hewson, 2003) y (Hodgson & Hodgson, 2007). Se
pudo observar, en algunos casos la presencia de material fagocitado en su interior
lo cual evidencia una actividad fagocitaria normal por parte de estas células. Esto
si se tiene en cuenta que Wong et al. (1990) y Raidal et al. (2000), demostraron que
la fagocitosis se reduce en el ejercicio intenso, comprometiéndose asi la capacidad
antimicrobiana de los macréfagos alveolares, lo que resulta en un aumento de la
susceptibilidad a las infecciones respiratorias en caballos atletas.

La cantidad de neutrdfilos en las vias respiratorias de los caballos testeados mostro
la presencia de dichas células en pequenas cantidades. Se considera que el
porcentaje de neutréfilos en las vias respiratorias de los caballos sanos debe ser
menor de un 20% en el lavaje traqueobronquial segiun (Hodgson & Hodgson,
2007); (Hoffman et al. 2003), lo cual fue confirmado a través de nuestra experiencia.
Aunque el porcentaje de linfocitos fue variable para ambos grupos de caballos
testeados, las cantidades reportadas en nuestra experiencia no superaron en
ningtn caso el 10% de las células totales, coincidiendo con los datos de (Hodgson
& Hodgson, 2007); (Hoffman et al, 2003).

Los eosinofilos se encuentran en un niumero muy bajo (0% - 2%) en el TW y BAL
de los caballos adultos clinicamente sanos (Hodgson & Hodgson, 2007). Las
cantidades de eosindfilos obtenidas no sobrepasaron 0.5% del total celular. Un

posible aumento de su porcentaje en el fluido se considera generalmente como un
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hecho transitorio, este hallazgo es improbable que se repita, incluso realizar un
nuevo cultivo 24 horas después (Hewson & Viel, 2003).

La eosinofilia se ha observado también en la secrecion de caballos corredores que
mostraron hiperreactividad bronquial al ejercicio, y que también mostraron
mayores niveles de 6xido nitrico en el aliento y la exacerbacion de los sintomas
inducidos por el ejercicio (Verges et al. 2005).

Los mastocitos también se encontraron en pequenas cantidades en los caballos
testeados, lo anteriormente dicho puede estar correlacionado con el hecho de que
su identificacion se ve facilitada por el uso de colorantes especiales, tales como
azul de toluidina y Leishmann (Hewson & Viel, 2002); (Hodgson & Hodgson,
2007); (Hughes et al 2003.).

El recuento total de células nucleadas (NTCN) no cambia después de un
entrenamiento extenuante, pero estd influenciado por el entrenamiento. Las
muestras obtenidas de los caballos de carrera, después de un periodo de
entrenamiento, mostraron un NTCN mads alto que antes (Raidal et al. 2000).
También, un estudio en los potros jovenes carreras de PSI donde el TW se cosech6
24 horas después de un ejercicio intenso, se puede observar un aumento
significativo en NTCN en comparacion con el grupo de control (Michelotto junior
et al, 2008). En el presente trabajo se encontraron valores que en ningin momento
sobrepasaron el rango de referencia considerado normal por el Laboratorio de
salud animal de la Universidad de Guelph, que es de 0,4x 10° células / litro. (4000

cl nucl / mm?).
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7. CONCLUSION.

Las principales células involucradas en el proceso inflamatorio como macroéfagos,
neutrofilos, eosindfilos y mastocitos no mostraron diferencias significativa en para
ningun grupo de los caballos estudiados, lo que sugiere que el ejercicio no impactd
de manera significativa el porcentaje de células inflamatorias. Esto aunado al
hecho de que ambos grupos de caballos se encontraban bajo condiciones idénticas,
tanto medioambientales como de manejo. La ligera diferencia de linfocitos entre
los caballos que se encontraban saltando con respecto a los que no, puede deberse
a una respuesta inespecifica de adaptacion al ejercicio.

En cuanto al porcentaje de células epiteliales se puede decir que a pesar de la
escasez de datos bibliograficos de referato en caballos de salto, no se observaron
cambios que sugieran un aumento de células provocado por el ejercicio.

El recuento celular total no mostro alteracion significativa en ninguno de los
caballos testeados.

La presente experiencia confirma al lavaje traqueobronquial como un método de
diagnostico rapido, preciso y asequible que revaloriza la aplicabilidad de la
citologia, como ayuda diagnostica en patologias de las vias respiratorias distales
asi como también para futuros estudios acerca del impacto del ejercicio en la

dindmica celular inflamatoria a nivel del sistema respiratorio en el equino.
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