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ABSTRACT

The technique of bronchoalveolar lavage (BAL) was used to quantify the presence of erythrocytes and other
indicators of haemorrhage of small airways in 60 Thoroughbred horses between 3 and 6 years of age, in
training and competition at a race track. Two hours after a 1000 mis test exercise an endoscopic examination
of upper airways was carried out. The animals were grouped according to clinical signs as follows: 20
animals without endoscopic signs of haemorrhage and without other associated clinical signs (group A); 20
animals with clinical signs of intolerance to exercise and presence of blood in trachea to endoscopic examination
(group B} and 20 animals with signs of intolerance to exercise but without haemorrhage to endoscopy (group
C). Samples by BAL were obtained two days after the 1000ts exercise test.

Free erythrocytes and hemosiderophages were counted in each sample, a differential count of
leukocytes and a measurement of the amount of hemosiderine contained in hemosiderophages was also
performed. Free erythrocytes and hemosiderophages were found in 100% of the analysed samples,
including the animals of group A. The percentage of free erythrocytes, hemosiderophages and hemosiderine
turned out to be significantly different for the three groups under study (P<0.05), with a low percentage
for horses of group A, extremely high in the group B and very variable for group C.

With regard to PMN Neutrophils, a significantly smaller count was obtained in group A with regard
to the group B and C (P<0.05), but differences were not significant among these last two groups (P>0.05).
The incidence and severity of the haemorrhage, based on the values obtained through BAL, were very
similar to those obtained in studies carried out in the north hemisphere. The bronchoalveolar lavage
turned out to be a simple technique that provides important information to evaluate distal airways in
search of lung haemorrhage episodes associated to intolerance to exercise. BAL allows the evaluation
of signs associated to previous haemorrhages, degree and type of inflammatory changes at the alveolar
level and phagocitic overload of alveolar macrophages.

KEY WORDS: Bronchoalveolar lavage (BAL), exercise induced pulmonary haemorrhage (EIPH).
PALABRAS CLAVE: Lavado broncoalveolar (LBA), hemorragia pulmonar inducida por ejercicio (HPIE).

INTRODUCCION

La hemorragia pulmonar inducida por ejercicio
(HPIE), como su nombre lo sugiere, es una extrava-
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saci6n de componentes sanguineos desde el capi-
lar pulmonar al espacio alveolar inducida por el ejer-
cicio intenso. La elevada carga atlética a la que
estan sometidos los caballos fina sangre de carrera
(FSC) impone limitaciones al funcionamiento
cardiorrespiratorio, lo que se traduce en un gran in-
cremento de presion en el circuito pulmonar duran-
te el ejercicio. En ciertas ocasiones, este
incremento de presion supera la capacidad de re-
sistencia de la membrana alveolocapilar, produ-
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ciendo la ruptura de estas estructuras con la consi-
guiente hemorragia. Este problema afecta directa-
mente a la actividad hipica debido a que produce
una disminucién del rendimiento, necesidad de
medicacion, pérdida de dias de entrenamiento y
descalificacion de caballos (Erickson, 2000).

La epistaxis, por lo general es bilateral y se ob-
serva sélo en un 3% de los caballos de carreras
(Pascoe et al., 1981), ya que generalmente la
sintomatologia de HPIE es escasa con manifes-
taciones solo a nivel traqueal o bronquio-
alveolar. Por esto, es necesario realizar pruebas
diagnésticas que evidencien la HPIE a este ni-
vel, y ademds permitan evaluar el grado de in-
flamacién y deterioro pulmonar, realizar un
diagnéstico diferencial con otras enfermedades
que también cursan con hemorragia pulmonar y
valorar la presencia de diversas alteraciones
inflamatorias de las vias aéreas terminales (tras-
tornos alérgicos e infecciosos).

El examen endoscdpico traqueal es una buena al-
ternativa para el diagndstico de esta condicion.
Raphel y Soma (1982) encontraron sangre a nivel
ventral de la trdquea en un 75% de los caballos so-
metidos a competencia. Sin embargo, tiene la limita-
cién de ser incapaz de evaluar el deterioro pulmonar
y de detectar aquellos casos con manifestacion de
HPIE sélo a nivel alveolar. Asi, la técnica de lavado
broncoalveolar (LBA) se presenta actualmente como
una buena posibilidad de adquirir informacidn sobre
el sitio de origen de la hemorragia, permitiendo anali-
zar las poblaciones celulares presentes en vias aé-
reas terminales y espacios alveolares (Fogarty, 1990a).
Se ha publicado que la presencia de hemosideréfa-
gos y eritrocitos libres, como indicadores de HPIE
en LBA de caballos en competencia activa, es de
un 95 a 100% (Fogarty, 1990b; Moore y Cox, 1996).

El lavado broncoalveolar (ILBA) es una técnica
simple, barata y segura (Mansmann, 1998). Esta
puede ser realizada por cualquier veterinario cali-
ficado, sin requerir de equipos sofisticados ni des-
trezas especificas. La técnica consiste en instilar
una solucién salina en un bronquio secundario o
terciario a través de un videoendoscopio de 2 m o
un catéter para lavado broncoalveolar, para después
recuperarla y analizarla citolégicamente.

El anadlisis de la citologia broncoalveolar no sélo
puede pesquisar casos incipientes de hemorragia y
diferenciar entre hemorragias antiguas y recientes,
sino que ademds puede proveer informacién muy ttil
para diferenciar y evaluar distintas enfermedades que
afectan las vias aéreas bajas (Moore y Cox, 1996).

El presente estudio ha sido disefiado con el ob-
jeto de aportar antecedentes que permitan dilucidar
qué ocurre en el espacio alveolar posterior al epi-
sodio hemorrdgico. Para cumplir este objetivo se
realizaron lavados broncoalveolares en caballos en
entrenamiento activo después de un episodio de
ejercicio extremo. Posteriormente, se analizaron las
poblaciones celulares presentes en estos lavados.

MATERIAL Y METODOS

CABALLOS

En las dependencias del Club Hipico de Santiago e
Hip6dromo Chile se obtuvo muestra de LBA a un
total de 60 caballos FSC de edades entre 3 y 6 afios,
de los cuales 23 fueron hembras, 12 machos castra-
dos y 25 machos enteros. Todos los animales
muestreados fueron sometidos a un ejercicio de 1.000
m a velocidad méxima, cercana a los 60 kimy/h. Duran-
te este ejercicio se realiz6 una medicién cronométrica
de los 1.000 m y de los ultimos 200 m recorridos, ade-
mas se realizd una medicién de la frecuencia cardiaca
y respiratoria a través de auscultacién en reposo y
luego hasta los 20 min. posejercicio.

Después de 90 minutos de realizado este ejerci-
cio se efectué un examen endoscépico (Endoscopio
Olympus Q140, 110 cm x 9 mm, USA) y posterior-
mente, dentro de 48 h se procedié a tomar la mues-
tra de lavado broncoalveolar.

Los animales muestreados fueron distribuidos en
3 grupos homogéneos en edad y sexo (Tabla 1).

Grupo A o Control: 20 caballos sin signos de into-
lerancia al ejercicio ni signos de sangramiento
endoscépico.

Grupo B: 20 caballos con signos de intolerancia al
ejercicio y signos de sangramiento endoscépico.
Grupo C: 20 caballos con signos de intolerancia al
gjercicio y que no presentaron signos de sangra-
miento endoscépico.

TABLA 1
Grupo Intolerancia Sangramiento
al ejercicio endoscdpico
~ A NO NO
B st st
C st NO
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La intolerancia al ejercicio fue definida por la
aparicion de los siguientes signos:

Fatiga de finalizacién o disminucién de velocidad
sorpresiva durante el ejercicio, es decir, una disminu-
cién cronométrica de la velocidad igual o superior a
2 m/seg en los tltimos 200 m.' (Pascoe, 2002).

Dificultad en la recuperacion cardiorrespiratoria
después del ejercicio extremo, es decir, incapacidad
de recuperar el doble de la basal, o sea, 80 latidos
cardiacos por minuto y 30 ciclos respiratorios por
minuto, antes de 20 minutos posejercicio (Rose y
Evans, 1986; Pascoe, 2002).

Tos ocasional, estertores pulmonares o secreciones
variables durante los primeros 20 min. posejercicio
(Rose y Evans, 1986; Pascoe, 2002).

Para el grupo C fueron seleccionados sélo aque-
llos caballos que han mostrado episodios repetidos
de intolerancia al ejercicio por un periodo supe-
rior a un mes y que han corrido satisfactoriamente
antes de manifestar intolerancia. De este modo se
pretendié minimizar los factores “no médicos” que
condicionan el rendimiento. Ademas se eligié, para
este grupo, s6lo aquellos animales en que han sido
descartadas patologias cardiacas, a través de elec-
trocardiograma; patologias musculoesqueléticas a
través de mediciones enzimdticas, bloqueos diag-
nésticos, rayos X, ultrasonido, o el examen que co-
rrespondiera segin los prediagnésticos. También
quedaron excluidos ejemplares con obstrucciones
mecanicas de las vias aéreas superiores, como son
la hemiplejia laringea, desplazamiento del paladar
blando, atrapamiento epiglético y otros.

No se presentaron en este estudio animales con
sangramiento endoscépico que no manifestaran sig-
nos de intolerancia al ejercicio.

OBTENCION DE LA MUESTRA

Para la obtencién y procesamiento de la muestra
se utilizé el método descrito por Mansmann, 2002.
Cada animal fue manejado con un axial (puro), y
en 12 de los 60 casos fue necesario sedar con
Xylazina en dosis de 0,5 mg/kg (Rompum, Bayer)
por via endovenosa. Un catéter para LBA equino
(Equine BAL Catheter, Bivona Medical
Technologies, USA) fue introducido por via nasal,
pasando por el meato ventral y trdquea hasta las

1 Martinez, R. [Comunicacién Personal], Facultad Cs.
Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.

vias aéreas distales, fijando el catéter donde éste
no avanzé mas. Una vez que el catéter estuvo fija-
do en un bronquio, una bolsa ubicada en el extre-
mo distal del tubo fue inflada con 5 ml de aire para
formar un sello dentro del bronquio, luego 60 ml
de solucién de NaCl al 0,9% (suero fisiol6gico) es-
téril a 37 °C fueron instilados a través del catéter.
El liquido fue rapidamente recuperado generando
vacio con jeringas de 60 ml. Se consideré apropia-
da aquella muestra en que se recuperd mas del 50%
del fluido instilado y se observé espuma en su su-
perficie. La muestra obtenida fue almacenada en
tubos estériles de 60 ml con anticoagulante EDTA.

Cada muestra fue calificada de acuerdo a su tur-
bidez en grados de 1 a 4, siendo: 1 café suave; 2
rosado; 3 rojo palido, y 4 rojo o rojo fuerte (McKane
et al., 1993).

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

De la muestra completa se extrajo el volumen nece-
sario para un recuento de células nucleadas y
eritrocitos totales en hemocitémetro o camara de
Neubauer. Luego la muestra fue centrifugada a 800
G por 5 minutos, el precipitado resultante fue
resuspendido utilizando el volumen de NaCl al 0,9%
necesario para obtener 1.000 células por ml.

A continuacién fueron extraidos 100 ml para so-
meterlo a citocentrifugacién a 800 G por 5 minutos
(Eppendorf Centrifuge Mod. 5403). Se obtuvieron
2 frotis, los cuales fueron fijados y sometidos a
tincién. Uno de éstos fue tefiido con tincién
policrémica Papanicolau, la cual permitié visualizar
los granulos de homosiderina y el otro fue tefiido
con tincién Wright-Giemsa, la cual permitié identi-
ficar apropiadamente los distintos grupos celulares.

EVALUACION CITOLOGICA

Los frotis citocentrifugados y tefiidos fueron exami-
nados utilizando todos los rangos de objetivo del mi-
croscopio Optico, realizandose un recuento diferencial
de 300 células, siendo expresadas como porcentaje re-
lativo para cada grupo celular encontrado. Ademds se
realizé una estimacién del drea de hemosiderina total,
utilizando anlisis morfométrico computarizado. Para
cumplir este objetivo se digitalizaron las imagenes de
5 campos de 200X por muestra, con una resolucién
de 512 X 480 pixeles, mediante una videocamara digital
(Cool Snap-Pro CF, Media Cybemetic, USA) montada
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Figura 1.

Secuencia que ejemplifica los pasos del analisis morfoméirico computacional. Pap, 200X: A) imagen previa al analisis, B)
contorno marcado de macréfagos, C) drea total de macréfagos (sumatoria del drea de cada macréfago) y D) drea que abarca

la hemosiderina en la muestra.

en un microscopio 6ptico cientifico (Nikon Eclipse E-
600) y conectada a un computador con un software
morfométrico (Image Pro-Plus, Media Cybernetics,
USA). Luego se procedi6 a medir el 4rea total que abar-
can los macréfagos y el drea de hemosiderina conte-
nida en la imagen (Fig. 1), para luego ser expresado
como un indice (fndjce H/M), el cual indicaria el por-
centaje promedio de hemosiderina contenida en los
macréfagos de la muestra.

ANALISIS DE RESULTADOS

Se compar6 la diferencia entre los recuentos de
eritrocitos, hemosideréfagos, macréfagos, linfocitos,
neutréfilos, eosinéfilos y area total de hemosiderina,
para cada grupo. Para detectar una diferencia signi-
ficativa con un 5% de error, se definié un tamafio
de muestra (n) de 20 caballos por grupo.

Los datos distribuidos en forma normal fueron so-
metidos a andlisis de varianza para definir las dife-

rencias entre grupos, luego fueron sometidos a la
Prueba de Tukey para comparar los grupos. Los da-
tos que no se distribuyeron en forma normal, como
fue el caso de los eosinéfilos y macréfagos totales,
fueron sometidos a la Prueba de Kruskal-Wallis para
definir las diferencias entre grupos, luego fueron so-
metidos a la prueba STP para comparar los grupos.

RESULTADOS

ANALISIS MACROSCOPICO DEL LBA

El volumen promedio de fluido recuperado para los
3 grupos en estudio fue de 40,72 + 3,80 ml (prome-
dio * desviacién estdndar).

Las muestras obtenidas desde el grupo A presen-
taron una turbidez promedio de 1,20 = 041, las del
grupo B 2,65 + 0,49 y las del grupo C 1,70 + 0,66,
existiendo diferencias significativas entre estos tres
grupos (P<0,05) (Gréfico 1).
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GRAFICO 1

_ TURBIDEZ PROMEDIO EN MUESTRAS DE LBA DE EQUINOS FSC,
SEGUN PRESENCIA DE SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO
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GRAFICO 2

CELULAS LEUCOCITARIAS EN LBA DE EQUINOS FSC,
SEGUN PRESENCIA DE SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO

* promedio + desviacion estandar.

A: Controles sanos.

B: FSC con intolerancia al ejercicio y sangre
en traquea a la endoscopia.

C: FSC con intolerancia al ejercicio y sin
sangre en traquea a la endoscopia.

ANALISIS CITOLOGICO

El recuento de células leucocitarias totales en ca-
mara de Neubauer (Fig. 2) fue de 278,00 + 65,58 cé-
lulas por pl para el grupo A, 341,50 + 114,81 cel/ul
para el grupo B y de 278,55 = 113,81 cel/pl para el
grupo C. Para esta variable no se encontré diferen-
cias significativas entre los grupos analizados
(P>0,05) (Gréfico 2). Se observé exfoliacién de al-
gunas células epiteliales bronquiolares (Fig. 4), que
no se consideraron en el recuento.

Como macréfagos totales se consideraron tanto
aquellos con hemosiderina (Fig. 7) como los sin hemo-
siderina (Fig. 3). En el recuento diferencial de células
leucocitarias presentes en las muestras obtenidas des-
de los 20 caballos clasificados en el grupo A, predomi-
naron los macréfagos totales con un 69,59 + 5,89%. Para
el grupo B fue de un 64,34 + 8,41% y para el grupo C
fue de un 61,16 + 9,31%. El andlisis estadistico de esta
variable no mostré diferencias significativas entre los
tres grupos analizados (P>0,05) (Grafico 3).

El recuento de linfocitos fue de un 24,70 £3,99%
para el grupo A, 22,10 + 5,64% para el grupo B y
de un 26,82 + 6,64% para el grupo C. No mos-
trandose diferencias significativas entre los gru-
pos analizados (P>0,05) (Gréfico 4).

Con respecto los polimorfonucleares neutr6fi-
los, se obtuvo un 5,44 + 2,43% para el grupo A,
un 13,11 + 6,87% parael grupo By un 11,73 +7,09%
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GRAFICO 3

PORCENTAJE DE MACROFAGOS PRESENTES EN LBA DE EQUINOS FSC,
SEGUN PRESENCIA DE SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO
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GRAFICO 4

PORCENTAIJE DE LINFOCITOS PRESENTES EN LBA DE EQUINOS FSC,
SEGUN PRESENCIA DE SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO
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para el grupo C. El anélisis estadistico mostré una
diferencia significativa del grupo A con respecto
a los grupos B y C (P<0,05), no encontrandose di-
ferencia significativa entre el grupo B y C (P>0,05).
(Griéfico 5).

El recuento de polimorfonucleares eosinéfilos
(Fig. 5) fue de un 0,20 * 0,60% para el grupo A, 0,55
+0,84% para el grupo B y de un 0,64 + 1,05% para
el grupo C. El andlisis estadistico no mostré dife-
rencias significativas (P>0,05) para esta variable.

La presencia de eritrocitos libres en la muestra
se encontr6 en un 100% de los animales analizados.
Ocasionalmente estos eritrocitos se encontraban
formando rosetas con macréfagos (Fig 6). Con res-
pecto al total de células presentes en el conteo en
cidmara de Neubauer, los eritrocitos se presentaron
en un 27,46 + 10,48% del total de células para el gru-
po A, 61,14 £ 12% para el grupo B y en un 46,16 +
16,68% para el grupo C. El andlisis estadistico de
esta variable mostré diferencias significativas

{(P<0,05) entre los tres grupos de equinos analiza-
dos (Gréfico 6).

Cuando se analiza el porcentaje de hemosideré-
fagos con respecto al total de macréfagos de las
muestras el resultado para el grapo A fue de un 24,78
+9,72%, mientras que para los grupos B y C fue de
un 73,02 £ 13,97 y 56,95 + 23,93 %, respectivamen-
te. El andlisis estadistico demostré una diferencia
significativa entre los tres grupos analizados (Gra-
fico 7).

ANALISIS MORFOMETRICO COMPUTACIONAL

El indice H/M, lo cual corresponderia al drea de
los macréfagos cubierta por hemosiderina fue para
el grupo A de 8,5 £ 6 %, para el grupo B de 31,1 =
6 % y para el grupo C de 22,7 + 12 %. El andlisis
estadistico revel6 para esta variable diferencias sig-
nificativas entre los tres grupos de animales anali-
zados (Grafico 8).
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GRAFICO 5

PORCENTAJE DE NEUTROFILOS PRESENTES EN LBA DE EQUINOS FSC,
SEGUN PRESENCIA DE SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO

GRAFICO 6

) PORCENTAJE DE ERITROCITOS LIBRES CON RESPECTO AL NUMERO DE
CELULAS TOTALES PRESEN'I:ES EN LBA DE EQUINOS FSC, SEGUN PRESENCIA DE
SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO
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DISCUSION

Caracteristicas de la muestra

La técnica utilizada en este estudio para extraer flui-
do broncoalveolar resulté ser simple y segura. El vo-
lumen recuperado (40,72 + 3,83) coincide con los
datos expuestos por Mansmann (1998), donde se des-
cribe la técnica utilizada. Més atin, en ninguno de los
animales muestreados fue necesario repetir el proce-
dimiento por obtencién de una muestra insuficiente.
Al igual que en varios estudios realizados anterior-
mente, no se presentaron hemorragias iatrogénicas o
problemas posteriores al procedimiento.

Varios estudios realizados a principios de los afios
90 (Hare et al., 1994; Lapointe e? al., 1994, Clark et al.,
1995) utilizaron volimenes de fluido de entre 200 a 500
ml para realizar un lavado. Sin embargo, el uso de es-

tos volimenes se considera impracticable en condi-
ciones de terreno. Moore y Cox (1996) demostraron
que el volumen utilizado influye en el recuento celular
diferencial, encontraindose menores recuentos de
macréfagos y mayores recuentos de PMN neutréfilos
cuando se utilizan grandes volimenes de fluido. Por
otra parte, nuestros datos concuerdan con Mansmann
(1998), quien demostré que la técnica donde se em-
plean 60 ml de fluido es consistente cuando se utili-
zan los mismos volimenes cada vez y entrega
resultados comparables y confiables, ademas de ser
facilmente aplicable en condiciones de terreno.

La turbidez result6 ser significativamente diferen-
te (p<0,05) entre los tres grupos analizados, indican-
do los caballos no sangradores y sin signos de
intolerancia (Controles), se obtiene fluido
broncoalveolar de tonalidad café pélido (80% result6
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GRAFICO 7

PORCENTAJE DE HEMOSIDEROFAGOS CON RESPECTO AL NUMERO
DE MACROFAGOS PRESENTES EN L.BA DE EQUINOS FSC, SEGUN PRESENCIA DE
SANGRE EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO

GRAFICO 8

INDICE H/M O AREA PROPORCIONAL DE HEMOSIDERINA
PRESENTE EN LBA DE EQUINOS FSC, SEGUN PRESENCIA DE SANGRE
EN TRAQUEA E INTOLERANCIA AL EJERCICIO
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# AREA LIBRE PARA FAGOSITOSIS (Area morfométrica de Macrofagos - Indice H/M)
% INDICE M/H (Area correspondiente a hemosiderina)

ser grado 1). Aquellos caballos con hemorragia a la en- bidez se presenta como un dato bastante impor-
doscopia presentan un color rojo palido (65% con tur- tante como pardmetro de evaluacién de la cali-
bidez grado 3 y 35% con turbidez grado 2). El grupo dad de la muestra y como un dato preliminar en
de animales con intolerancia al gjercicio (grupo C) re- el diagnéstico de hemorragia pulmonar. Sin em-
sulté ser el grupo mas heterogéneo con respecto a la bargo, tiene la limitacién de no ser un parametro
turbidez de la muestra, siendo un 40% (8/20) de las completamente objetivo por la naturaleza de su
muestras de este grupo de turbidez grado 50% (10/20) sistema de calificacién. Para mejorar el sistema de
de turbidez grado 2 y un 10% (2/20) de turbidez gra- medicién de este parametro se podria estudiar la
do 3. Estos resultados concuerdan con los obtenidos utilizacién de un espectrofotémetro, lo cual per-

por McKane ef al. (1993) y Mansmann (1998). La tur- mitirfa una evaluacién mas precisa.
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Fig. 2. Recuento de células totales en
hemocitometro. Se observa un
eritrocito (E), un linfocito (L) y un
PMN neutrdfilo (N). PAP 200x.

Fig. 4. Presencia de células epiteliales
cilindricas ciliadas (C), eritrocitos (E)
¥ bacterias cocdceas (B). PAP. 200x.

Fig. 6. Presencia de macrdfagos
alveolares (M), rodeados de eritrocitos
(E), en hemorragia reciente PAP. 200x.

RECUENTO CELULAR

El recuento celular de leucocitos totales se realizé al
igual que en otros estudios anteriores sélo como un
método para obtener una dilucién de leucocitos co-
rrecta para un recuento diferencial objetivo. El valor
de leucocitos totales extraidos desde un LBA resul-
ta ser muy variable entre los diferentes animales, por
lo cual no es un pardmetro del cual se pudiera dedu-
cir alguna informacién importante. Esta observacién
concuerda con lo descrito en diversos estudios reali-

TR -

Fig. 3. Macrdfagos alveolares
sin hemosiderina PAP. 200x.

Fig. 5. Restos celulares necréticos y pre-
sencia de eosindfilos (Eos). PAP. 200x.

Fig. 7. Presencia de pigmentos oscu-
ros (hemosiderina) en citoplasma de
macréfagos en hemorragia antigua
Giemsa 200x.

zados anteriormente (Fogarty y Buckley, 1991;
McKane et al., 1993; Mansmann, 1998).
Macréfagos y linfocitos fueron las células
nucleadas mas frecuentes en los tres grupos anali-
zados. Juntos, estos dos grupos celulares represen-
tan alrededor del 90% de las células nucleadas,
siendo 2/3 macréfagos y 1/3 linfocitos (Tabla 2).
Esta informacion es consistente con otros estudios
realizados a poblaciones de FSC en entrenamiento
(Fogarty y Buckley, 1991; McKane et al., 1993).
Sin embargo, en un estudio realizado utilizando 50
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TABLA 2

RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN LAVADOS BRONCOALVEOLARES
DE EQUINOS FSC EN ENTRENAMIENTO ACTIVO

Grupo Macrofagos(%)  Linfocitos(%) Newtrdfilos(%) Eosindfilos(%) HemosiderdfagosX(%)
A(n=20)

Controles sanos 69,59 + 5,89 24,70 = 3,99 544 +243 0,20 +0,62 24,78+ 9,72

B (n=20)

Sangre en traquea 64,34 + 841 22,10 +5,64 13,11 +687° 0,55+0,84 73,02 + 13,97¢

C (n=20)

Intolerancia

al ejercicio 61,16 £ 9,31 26,82 +664 11,73+7,09° 0,64 + 1,05 56,95 + 23,93¢
Promedio Total 65,03 = 8,61 24,54 578 10,09 + 6,68 0,46 + 0,86 51,58 + 16,22

* % Porcentaje de macréfagos con hemosiderina.
* Diferencia significativa con respecto al grupo A.

caballos con enfermedad pulmonar obstructiva cré-
nica (Derksen et al.,1989), 1a proporcién de macrd-
fagos y linfocitos fue menor, debido a un aumento
en la proporcién de neutréfilos.

Al igual como lo exponen los estudios anteriores,
la proporcién de macréfagos y linfocitos en nuestro
estudio cambia principalmente por la variacién dada
por otro grupo celular ya sea neutréfilos o eosindfilos.
Por lo cual el nimero de macréfagos y linfocitos se
mantendria constante, por lo tanto no se considera-
rian buenos indicadores para mostrar el estado clinico
de las vias aéreas distales (Tabla 2).

El alto porcentaje de PMN neutréfilos encontra-
do en aquellos animales que presentan sangre en
triquea a la endoscopia (grupo B) apoyaria la hi-
poétesis de que la respuesta inflamatoria podria ser
causa o consecuencia de HPIE, dado que la pre-
sencia de sangre en las vias respiratorias de caba-
llos sanos origina alteraciones funcionales y
morfoldgicas similares a las que se desarrollan en
los caballos que sufren procesos inflamatorios
bronquiales (McKane ez al., 1993). El grupo de ani-
males que presenta signos de intolerancia al ejerci-
cio y que no manifiesta hemorragia a la endoscopia
{grupo C) no mostré diferencias con respecto a los
animales del grupo B. Los altos recuentos de
neutréfilos en el grupo C se podrian explicar ya
sea por el desarrollo de un proceso inflamatorio
de las vias aéreas bajas dado por un proceso
alérgico y/o infeccioso, o bien dado por una res-
puesta inflamatoria posterior a una hemorragia.

Los recuentos de eosinéfilos en este estudio
concuerdan con lo expresado en estudios anterio-
res donde la presencia de eosinéfilos se dio como
un factor muy escaso y variable, por lo que no se
pudo entregar una interpretacion clara.

En el presente estudio, un 100% de las muestras
present eritrocitos. Fogarty y Buckley (1991), uti-
lizando 11 caballos FSC en entrenamiento activo,
encontraron este hallazgo en un 95% de los anima-
les. McKane et al., 1993, utilizando 62 caballos FSC
en entrenamiento activo, encontrd eritrocitos libres
en un 73% de los animales muestreados; este ulti-
mo autor utilizé para su estudio caballos de edades
entre 1 y 5 afios, siendo éstos como promedio me-
nores a los utilizados en el presente estudio (3-6
afios). Esto podria explicar la diferencia con los re-
sultados obtenidos en el presente trabajo.

La presencia de hemosider6fagos en este estu-
dio, al igual que estudios anteriores, fue de un 100%
de los animales muestreados. El 24,78% de hemosi-
deréfagos encontrado en el grupo da controles sa-
nos (grupo A) indicaria que incluso aquellos
animales sometidos a entrenamiento que no presen-
tan ningtin signo clinico sufren también de hemo-
rragia pulmonar. La diferencia mostrada en caballos
con intolerancia al ejercicio sin signos de hemorra-
gia a la endoscopia (grupo C) concuerda con las
observaciones de Fogarty y Buckley (1991), donde
la presencia de hemosideréfagos aumenté signifi-
cativamente cuando se observaron signos de into-
lerancia al ejercicio.
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ANALISIS MORFOMETRICO COMPUTACIONAL

Los hemosideréfagos de un LBA son un buen indi-
cador de hemorragia pulmonar tanto reciente como
de cierta antigiiedad; sin embargo, hay que ser cau-
teloso cuando se utilizan los hemosideréfagos como
tinico indicador de HPIE. Esto se relaciona, por un
lado, con el hecho de que en casi todos los casos la
distribucién de la hemosiderina fagocitada tiende a
ser bastante homogénea, distribuyéndose entre la
mayoria de los macréfagos presentes, por lo tanto
un alto porcentaje de hemosideréfagos no necesa-
riamente implica una gran cantidad de hemosideri-
na total Meyer, 1998). Asi, cuando se cuentan los
hemosideréfagos presentes en una muestra y se ex-
presa s6lo como porcentaje de macréfagos totales,
se podrfa sobreestimar la magnitud o grado de com-
promiso de la capacidad fagocitica de esta pobla-
cién. Por otra parte, la metabolizaci6én de la
hemosiderina dentro del macréfago es muy lenta,
manteniéndose por un periodo superior a 3 6 4 se-
manas (Meyer, 1998). Por lo tanto, en un caballo que
sufre de liemorragias repetidas, los macréfagos ten-
dran cada vez una menor capacidad de fagocitar los
eritrocitos, ya que estardan acumulando hemosideri-
na en su interior, después de cada episodio.

El andlisis morfométrico computacional entre-
g6 informacién relacionada con dos hechos impor-
tantes: A) Cantidad total de hemosiderina
acumulada en la muestra, la cual incluiria a todos
los episodios de hemorragia desde 4 semanas pre-
vias a la realizacién del LBA. B) La reserva de ca-
pacidad fagocitica de macréfagos alveolares,
determinada la superficie citoplasmaética libre de
hemosiderina, de esta poblacién celular.

En el presente estudio, aquellos caballos sin sig-
nos clinicos (controles) tuvieron niveles de hemo-
siderina bastante bajos como promedio (8,5 %), lo
cual indica que su reserva de capacidad fagocitica
de macréfagos alveolares es del orden del 91,5%,
en otras palabras, como promedio los macréfagos
tienen el 91,5% de su citoplasma disponible para
fagocitosis y las hemorragias previas se acumulan
en un 8,5% del citoplasma de los macréfagos tota-
les (Grafico 8). Al analizar el otro extremo, los ani-
males del grupo B o sangradores tuvieron como
promedio niveles de hemosiderina del orden del
31%, lo que significa que su reserva es del 69%.
Siendo esta cifra significativamente inferior con res-
pecto al grupo A, podriamos deducir que en aque-
Ilos animales donde la hemorragia migré a traquea,
las hemorragias previas (desde 4 semanas) se han

acumulado, abarcando ya el 31% del area disponi-
ble para fagocitosis, ademads de esto, presentan re-
cuentos de eritrocitos y PMN neutréfilos
significativamente superiores, lo cual se relaciona-
ria a un mayor deterioro de la superficie alveolar.

El grupo C fue mads variable, presentdndose un
55% (11/20) de animales, en los cuales se observan
altos porcentajes de hemosiderina acompafiados de
altos niveles de eritrocitos libres, hallazgos que ex-
plicarian los signos de intolerancia al ejercicio, ba-
sandose en un claro episodio reciente o antiguo de
HPIE. En 2 de estos 11 casos se presentaron tam-
bién altos recuentos de neutréfilos, lo que se atribui-
ria al desarrollo de respuesta inflamatoria que podria
estar relacionada al episodio hemorrégico, ya sea
como causa o consecuencia. En un 35% (7/20) de los
casos de este grupo se presentaron bajos porcenta-
jes de hemosiderina y de eritrocitos libres (m4s cer-
canos a los presentados en el grupo A), pero si se
presentaron altos recuentos de neutréfilos, por lo tan-
to, en estos casos, los signos de intolerancia al ejer-
cicio se explicarian mas bien por un proceso
inflamatorio de las vias aéreas bajas o0 EPOC.

RESUMEN

La técnica de lavado broncoalveolar fue utilizada
para cuantificar la presencia de eritrocitos y otros
indicadores de hemorragia de vias aéreas inferiores
en 60 Equinos Fina Sangre de Carrera de edades en-
tre 3 y 6 afios sometidos a entrenamiento y compe-
tencia en el Hipddromo Chile y Club Hipico de
Santiago. Se realizé un ejercicio de prueba de 1.000
m a todos los animales muestreados. Luego de 2 ho-
ras se realizé un examen endoscopio de las vias res-
piratorias superiores. Los animales fueron agrupados
segin signos clinicos encontrandose: 20 animales
sin hemorragia a la endoscopia y sin otros signos
presuntivos (grupo A), 20 animales que presentan
signos de intolerancia al ejercicio y presencia de san-
gre en traquea a la endoscopia (grupo B) y 20 ani-
males que presentan signos de intolerancia al
gjercicio pero sin hemorragia a la endoscopia (gru-
po C). Las muestras de LBA fueron obtenidas a dos
dias de realizado el ejercicio.

Se realizé un recuento de eritrocitos libres y he-
mosider6fagos presentes en cada muestra, un recuen-
to diferencial de leucocitos y una medicion de la
cantidad de hemosiderina. Eritrocitos libres y hemo-
sideréfagos fueron encontrados en el 100% de las
muestras analizadas, incluyendo los animales del gru-
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po control sano. El porcentaje de eritrocitos libres,
hemosideréfagos y hemosiderina resulté ser signifi-
cativamente diferente entre los tres grupos analiza-
dos (P<0,05), resultando ser bajos en aquellos
caballos sanos (grupo A), extremadamente altos en
el grupo que mostr6 sangre en traquea al final de la
competencia (grupo B) y muy variables entre los ani-
males que mostraron signos de intolerancia al ejer-
cicio durante o después de la competencia (grupo C).

Con respecto a los PMN neutréfilos, se obtuvo
un recuento significativamente menor en el grupo
A con respecto a los grupos B y C (P<0,05), no en-
contrandose diferencia significativa entre estos dos
ultimos grupos (P>0,05).

Laincidencia y severidad de la hemorragia, basan-
dose en los valores obtenidos a través de LBA, fue-
ron muy similares a los obtenidos en estudios
realizados en el hemisferio norte. El lavado broncoal-
veolar resulté ser una técnica simple que proporcio-
na una valiosa informacidn para la evaluacién de las
vias aéreas distales frente a episodios de hemorragia
pulmonar ¢ intolerancia al ejercicio, permitiendo eva-
luar la presencia de hemorragias previas, grado de
compromiso inflamatorio de la superficie alveolar y
capacidad fagocitica de los macréfagos alveolares.
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