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Uso da citocentrífuga e colorações especiais no exame citológico do lavado broncoalveolar em cavalos
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Resumo
O lavado broncoalveolar (BAL) com auxílio de endoscopia é importante instrumento na avaliação citológica
das vias respiratórias inferiores em eqüinos, proporcionando um diagnóstico mais preciso das diversas
injúrias respiratórias. O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso da citocentrífuga associado a colorações
especiais no exame citológico do BAL em cavalos. Seis cavalos, provenientes do Regimento da Polícia Militar
do Paraná, foram utilizados no experimento; após contenção física dos animais e passagem do endoscópio,
foram introduzidos 300 ml de solução apirogênica comercial, fracionada em três alíquotas de 100 ml, por
sonda passada pelo canal de trabalho do endoscópio até o brônquio caudodorsal direito. O líquido infundido
foi succionado com seringas de 60 ml, identificado, acondicionado em gelo e encaminhado ao Laboratório
de Patologia do Hospital de Clínicas da UFPR. As amostras foram então submetidas à citocentrifugação
(Citocentrífuga Revan, 2000D), sendo realizadas colorações de Giemsa, Papanicolau e Azul da Prússia. A
coloração de Giemsa permitiu visualização e identificação e quantificação adequada dos diferentes tipos
celulares. O uso da coloração Papanicolau permitiu visualização por grumos celulares, bem como detalhada
avaliação nuclear. Finalmente, a coloração do Azul da Prússia permitiu visualização e contagem dos
hemossiderófagos. Em conclusão, a citocentrífuga preservou a morfologia das células, em particular dos
linfócitos, facilitando sua visualização e reconhecimento; as colorações utilizadas permitiram adequada
visualização dos tipos celulares; a colheita e acondicionamento das amostras, com posterior processamento
em laboratório de patologia humana, mostrou-se uma alternativa ao diagnóstico, particularmente pelo alto
custo da citocentrífuga exclusivamente para a medicina veterinária.
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Introdução

O lavado broncoalveolar (BAL) é a técni-
ca semiológica mais indicada na suspeita de afec-
ções difusas do interstício pulmonar ou do alvéolo
e quando associado ao exame endoscópico forne-
ce uma boa avaliação visual das vias aéreas (AN-
DREASEN, 2003; HEWSON; VIEL, 2003). O BAL
tem sido descrito como uma “biopsia líquida”, sen-
do uma amostra mais representativa que o lavado
traqueal ou aspirado trans-traqueal, e ainda apre-
sentando outras vantagens como facilidade na re-
alização, menor invasividade e melhor tolerância
pelo cavalo (MAZZAN; HOFFMAN, 2002).

Para a realização do lavado broncoalveo-
lar é utilizada uma sonda flexível, passada pelo
canal de trabalho do endoscópio ou cateter de si-
licone localizado nos brônquios, por onde alíquo-
tas de fluído isotônico podem ser infundidas pela
luz do tubo e recuperadas manualmente por se-
ringas de 60 ml (ROY; LAVOIE, 2003). Deve-se
cuidar para não exercer uma pressão negativa exa-
cerbada, o que poderia provocar o colabamento
dos brônquios, resultando em menor volume re-
cuperado (MAZZAN; HOFFMAN, 2002).

Amostras de fluídos recuperados por la-
vado traqueal apresentaram diferença na conta-
gem de macrófago e linfócito quando comparados
ao lavado broncoalveolar, sendo os demais tipos
celulares encontrados em pequenas quantidades
e em semelhantes proporções nas duas técnicas
(ERICKSON; POOLE, 2002). A ausência de células
epiteliais cilíndricas e células produtoras de muco

podem ser um indicativo de colheita bem-sucedi-
da, pois demonstram que a colheita é proveniente
da região alveolar e que não houve traumatismos
nas vias aéreas proximais. O BAL deve ser utiliza-
do principalmente para a avaliação citológica do
fluído, pois a luz do tubo não é protegida e o
líquido recuperado pode conter bactérias prove-
nientes das vias aéreas altas, podendo fornecer
resultados falsos (ROY; LAVOIE, 2003).

A maioria dos cavalos tolera bem o exa-
me endoscópico, não sendo necessária a conten-
ção química; o uso do cachimbo é normalmente
suficiente nos animais para sua a contenção. No
entanto, para se evitar tosse excessiva e promover
um melhor conforto ao animal durante a passa-
gem do endoscópio, a lidocaína (0,5%) pode ser
utilizada para dessensibilização da mucosa das vias
aéreas baixas (ROY; LAVOIE, 2003).

Num lavado broncoalveolar normal, um
número moderado de células deve ser encontrado
e proporções iguais de macrófagos alveolares e
linfócitos devem ser contados (FREEMAN; ROSZEL,
1997). A variação dos tipos celulares do BAL e o
reconhecimento do seu padrão citológico são de
grande importância não apenas para o diagnósti-
co, mas também para o prognóstico ou condição
clínica particular. A descrição do padrão citológi-
co é comum em medicina humana, mas ainda
pouco utilizada na rotina médico-veterinária (ROY;
LAVOIE, 2003).

Lâminas confeccionadas com auxílio de
citocentrífuga podem ser utilizadas para a avalia-
ção citológica e apresentam como vantagem uma
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maior concentração de células por campo de vi-
são do microscópio, tornando a contagem celular
mais fácil (HEWSON; HIEL, 2002). Seu uso se tor-
na particularmente crucial em situações em que o
fluído a ser analisado contenha quantidades me-
nores que 2.000 células por µL, o que freqüente-
mente acontece com o BAL (SHELLY, 2003).

Embora a citocentrifugação melhore a vi-
sualização dos tipos celulares, fazem-se necessári-
os cuidados especiais no seu processamento e
análise. A pré-centrifugação da amostra de BAL
antes da citocentrifugação pode ser necessária
quando o volume inicial obtido for muito elevado;
deve-se nestes casos desprezar o excesso de so-
brenadante e o pelete celular remanescente é res-
suspenso e colocado na citocentrífuga (HEWSON;
VIEL, 2003). A velocidade e o tempo de duração
da citocentrifugação das amostras provenientes do
BAL também podem causar diferença na propor-
ção dos tipos leucocitários, principalmente na re-
dução da média de linfócitos e macrófagos conta-
dos (DE BRAUWER, 2000b). Sua análise deve ser
ainda realizada de preferência no centro do anel
formado pela citocentrifugação, uma vez que pa-
rece ser mais representativo da amostra (DE BRAU-
WER, 2000a).

As lâminas provenientes da citocentrífu-
gação são inicialmente coradas pelos métodos de
Romanowski, que incluem as colorações de Wright’s,
Giemsa e May-Grüwald Giemsa, sendo que outras
colorações como a de Papanicolaou e Azul da Prús-
sia podem ser também utilizadas na rotina citológi-
ca (COWEL; VIEL, 1992). A coloração de Papanico-
laou, inicialmente utilizada para a visualização de
células do endométrio uterino, pode também ser
utilizada para identificação de células neoplásicas
em exames citológicos do BAL em humanos (GA-
BER, 2002). Lâminas coradas pelo método de Azul
da Prússia são utilizadas na rotina da medicina hu-
mana para a observação de macrófagos com depó-
sitos de ferro (hemossiderófagos) no BAL, ofere-
cendo um bom parâmetro do sangramento alveolar
que pode ocorrer em pacientes com trombocito-
penia, pacientes transplantados cardíacos e em fu-
mantes em excesso (DE LASSENCE, 1995).

Material e métodos

Foram utilizados seis cavalos em repouso
e sem prévio exercício, de diferentes raças e condi-

ções respiratórias, provenientes do Regimento da
Polícia Militar do Paraná, localizado em Curitiba,
PR. Após contenção física dos animais, foi realizada
a passagem do endoscópio e a inspeção visual da
faringe, laringe, traquéia e brônquios. Em seguida,
uma sonda flexível direcionada ao brônquio cau-
dodorsal direito ou para os locais com secreções ou
sangramentos foi passada pelo canal de trabalho
do endoscópio. Pela sonda foram inoculados 300
ml de solução apirogênica comercial, fracionada em
três alíquotas de 100 ml. O líquido infundido foi
recuperado por sucção realizada com seringas de
60 ml, sendo identificado, acondicionado em gelo
e encaminhado ao Laboratório de Patologia do
Hospital de Clínicas da UFPR. As amostras foram
então submetidas à prévia centrifugação e o pelete
celular formado foi ressuspenso e submetido à cito-
centrifugação (Citocentrífuga Revan, 2000D). Nas
lâminas provenientes da citocentrífuga foram reali-
zadas colorações as colorações de Giemsa, Papani-
colau e Azul da Prússia de cada amostra de BAL,
segundo os respectivos protocolos padrões de co-
loração. Estas lâminas foram avaliadas posteriormen-
te em microscópio quanto à celularidade, preserva-
ção das células e coloração.

Resultados e discussão

Observou-se com o presente trabalho que
o método de colheita, o armazenamento e o pro-
cessamento das amostras no laboratório do servi-
ço de anatomo-patologia do Hospital de Clínicas
da Universidade Federal do Paraná foram realiza-
dos com êxito, podendo este ser utilizado em fu-
turos trabalhos com lavado broncoalveolar.

Todas as lâminas apresentaram boa celu-
laridade e pouca presença de células degenera-
das. A citocentrífuga preservou a morfologia das
células adequadamente, em particular os linfóci-
tos, contrastando com achados anteriores onde foi
observado um decréscimo do número deste tipo
celular quando a amostra era submetida à citocen-
trifugação (LAPOIENT, 1994). Assim, obteve-se
maior facilidade em visualizar e reconhecer os ti-
pos celulares, como já referidos anteriormente, o
que mostra ser esta uma das maiores vantagens
para o uso desta técnica (HEWSON; VIEL, 2002).

A coloração de Giemsa permitiu a visua-
lização e identificação adequada dos diferentes ti-
pos celulares presentes nas lâminas, incluindo
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macrófagos, neutrófilos, linfócitos, células ciliadas
e caliciformes. O uso da técnica de coloração de
Papanicolau permitiu a visualização pelos grumos
celulares, bem como detalhada avaliação nuclear,
evidenciando bem as células epiteliais. Por fim, a
coloração do Azul da Prússia permitiu a visualiza-
ção de raros macrófagos com pigmentos de he-
mossiderina (hemossiderófagos), sugerindo hemor-
ragia pulmonar crônica discreta em alguns animais.

Conclusões

As colorações utilizadas no presente tra-
balho permitiram a adequada visualização e reco-
nhecimento de todos os tipos celulares presentes
no lavado broncoalveolar, sendo compatível com
as características necessárias em lâminas destina-
das à análise laboratorial do BAL. A colheita, o
acondicionamento e o processamento no labora-
tório de patologia humana mostraram-se alternati-
vas viáveis ao diagnóstico de afecções respiratóri-
as em eqüinos, visto o alto custo da citocentrífuga
para aquisição na medicina veterinária.
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