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RESUMO

Este estudo teve como objetivo correlacionar os resultados dos exames bioquimicos séricos
usados para avaliagdo hepatica de papagaios verdadeiros submetidos ao exame de citopatologia
por agulha fina (CAF), a fim de identificar diferencas entre os achados bioquimicos de exames
citologicos normais e alterados. Amostras de citopatologia por agulha fina guiada por ultrassom
foram coletadas de 20 papagaios verdadeiros, assim como amostras de sangue para a realizacao
de exames de bioguimica sérica para avaliacdo da lesdo e funcéo hepatica. Foram efetuadas as
dosagens séricas de AST, ALT, FA, CK, GGT, PT e albumina, colesterol total e triglicérides.
As amostras de CAF foram apenas classificadas em normal ou alterada. Dentre as 20 aves, 10
apresentaram CAF normal e 10 CAF com alteracéo citoldgica. Apenas a enzima AST mostrou
diferenca estatistica entre os dois grupos (p=0,04). Os demais testes bioquimicos néo
apresentaram significancia estatistica na comparacdo entre os grupos. Dentre as diversas
enzimas estudadas, muitas ainda apresentam poucas informacgdes sobre seu possivel valor
diagnostico em aves, havendo a necessidade de mais investigacbes que possam elucidar a
respeito dos seus potenciais valores diagndsticos na medicina aviaria.

Palavras-chave: patologia clinica, hepatopatia, exame citoldgico, aves.

COMPARATIVE EVALUATION OF BIOCHEMISTRY TESTS AND FINE NEEDLE
CYTOPATHOLOGY IN LIVERS FROM BLUE FRONTED PARROTS (Amazona
aestiva)

ABSTRACT

This study aimed to correlate the results of serum biochemical tests used for liver evaluation of
blue fronted parrots submitted to fine needle cytopathology (FNC) examination, in order to
identify differences between the biochemical findings of normal and abnormal cytological tests.
Ultrasound-guided fine-needle cytopathology samples were collected from 20 blue fronted
parrots, as well as blood samples for serum biochemistry tests to assess liver injury and
function. Serum dosages of AST, ALT, FA, CK, GGT, PT and albumin, total cholesterol and
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triglycerides were performed. FNC samples were only classified as normal or altered. Among
the 20 birds, 10 had normal FNC and 10 had a cytological alteration. Only the AST enzyme
showed statistical difference between the two groups (p=0.04). The other biochemical tests did
not show statistical significance in the comparison between groups. Among the various
enzymes studied, many still have little information about their possible diagnostic value in
birds, with the need for further investigations that can elucidate their potential diagnostic values
in avian medicine.

Keywords: clinical pathology, liver disease, cytological examination, birds.

EVALUACION COMPARATIVA DE PRUEBAS HEPATICAS DE BIOQUIMICA Y
CITOPATOLOGIA CON AGUJA FINA EN LORAS FRENTIAZUL (Amazona aestiva)

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo correlacionar los resultados de las pruebas bioquimicas en
suero utilizadas para la evaluacion del higado de loras frentiazul sometidos a un examen de
citopatologia con aguja fina (CAF), con el fin de identificar las diferencias entre los hallazgos
bioquimicos de las pruebas citologicas normales y anormales. Se recolectaron muestras de
citopatologia con aguja fina guiadas por ultrasonido de 20 loras frentiazul, asi como muestras
de sangre para pruebas de bioquimica sérica para evaluar la lesion y la funcién del higado. Se
realizaron dosificaciones séricas de AST, ALT, FA, CK, GGT, PT y albdmina, colesterol total
y trigliceridos. Las muestras de CAF solo se clasificaron como normales o alteradas. De las 20
aves, 10 tenian CAF normal y 10 tenian alteracion citoldgica. Solo la enzima AST mostrd
diferencia estadistica entre los dos grupos (p=0,04). Las demas pruebas bioquimicas no
mostraron significacion estadistica en la comparacion entre grupos. Entre las diversas enzimas
estudiadas, muchas aun tienen poca informacion sobre su posible valor diagndstico en aves,
con la necesidad de mas investigaciones que puedan dilucidar sus posibles valores diagndsticos
en medicina aviar.

Palabras clave: patologia clinica, hepatopatia, examen citolégico, aves.
INTRODUCAO

O diagndstico de doencas hepaticas em psitacideos pode ser dificil, pois os sinais clinicos
sdo inespecificos (1) e, frequentemente, as manifestacdes clinicas de insuficiéncia hepatica ndo
ocorrem até o estagio final da doenca (2).

A interpretacdo das atividades de enzimas hepaticas comumente avaliadas em mamiferos
tem sido aplicada nas aves. Contudo, estudos experimentais que analisam a sensibilidade e a
especificidade dessas enzimas se limitam a poucas espécies aviarias (3). Como a especificidade
e a sensibilidade dessas enzimas podem variar em funcao da espécie e da natureza da doenca
hepatica, é possivel fazer apenas consideracfes generalizadas a respeito das alteracbes nas
atividades enzimaticas (4).

A realizacdo do exame citopatoldgico hepatico na rotina veterinaria de pequenos animais
esta se expandindo devido sua rapidez de diagnostico, simplicidade da técnica e por se tratar de
um procedimento menos invasivo, em comparacdo a bidpsia (5). Além de possibilitar a
identificacdo das alteragdes hepatocelulares com base nas caracteristicas dessas células (6).
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Dessa forma, este estudo teve como objetivo comparar os achados dos exames
bioquimicos séricos, comumente utilizados como métodos diagndstico, para a avaliacdo da
lesdo e funcdo hepética em papagaios verdadeiros submetidos ao exame de citopatologia por
agulha fina, a fim de identificar diferencas entre os achados bioquimicos de exames citoldgicos
normais e alterados.

MATERIAL E METODOS

Para que pudesse ser realizado este estudo obteve aprovacio da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual “Jalio de Mesquita Filho” (FMVZ-Unesp) sob o numero CEUA 0079/2021 e a
autorizacdo pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) sob o
namero 78644-1.

Para este estudo foram utilizados 20 papagaios verdadeiros (Amazona aestiva)
submetidos a citopatologia por agulha fina (CAF) guiada por ultrassom, sendo 10 animais
pertencentes ao grupo dos que ndo apresentaram alteragdes citopatoldgicas (resultado normal -
CN) e 10 pertencentes ao grupo que apresentaram alteracGes citoplasmaticas (resultado alterado
- CA). Todas as aves eram adultas, com peso médio de 382 gramas e sem sexo determinado.

Estas aves eram provenientes do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres
(CEMPAS) do Hospital Veterinario, pertencente a FMVZ-Unesp e oriundas de apreensdes
realizadas pela Policia Ambiental na regido da cidade de Botucatu no estado de Séo Paulo.

Para a realizagdo da CAF guiada por ultrassom as aves foram submetidas a jejum prévio
de 3 horas e sedadas com 30mg/kg de cetamina e 5mg/kg midazolam pela via intramuscular, e
também 0,2mg/kg de cetoprofeno e cloridrato de tramadol 5mg/kg por via oral.

A amostra de sangue foi coletada respeitando a margem de seguranca de 1% do peso
corporeo (7-9). Sendo usado como principal via de acesso a veia jugular direita, devido ao seu
maior calibre, e as veias ulnares, quando necessario. Devido ao risco de hemorragias em
consequéncia a realizacdo da CAF, a coleta de sangue foi realizada apds o procedimento e
confirmacéo ultrassonogréafica da auséncia de hemorragias.

Apés a coleta, o sangue foi acondicionado em tubos com ativador de coagulo e gel
separador, para posterior centrifugacdo na centrifuga Basic 12T (Sislab, Brasil) a 1.700G por
10 minutos e o soro congelado a -20°C até o processamento das analises.

Para a andlise bioguimica sérica utilizou-se o equipamento Diagnostics Express Plus
(Chiron Diagnostics, Estados Unidos) onde foram mensuradas, por fotometria cinética, as
atividades das seguintes enzimas hepaticas: aspartato aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama glutamiltransferase (GGT), creatina
fosfoquinase (CK) e, por método colorimétrico os analitos: proteina total, albumina, colesterol
total e triglicérides.

Para a avaliacdo dos resultados das dosagens séricas bioquimicas foram adotados como
intervalos de referéncia os descritos em GUZMAN et al. (10) e para o intervalo de referéncia
da GGT foi utilizado o relato de PINTO et al. (11).

As analises estatisticas foram realizadas com o software SAS Studio. Para a verificacdo
da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk, e para a analise estatistica das frequéncias
foi usado o teste de Fisher. Foram empregados também teste T de Student e Mann-Whitney
bicaudal e teste de correlacdo de Spearman. A significancia estatistica adotada foi para p<0,05.

RESULTADOS

Com relacéo as 20 aves utilizadas neste estudo, o grupo de 10 aves com resultado alterado
(CA) apresentou alteragbes como microvacuolizagdes, macrovacuolizagcdes e pigmentagéo
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fortemente basofilica intracitoplasmaticas. As outras 10 aves, ndo apresentaram alteracGes
citopatoldgicas.

Nem todas as varidveis estudadas passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(p>0,05), portanto houve a necessidade da utilizacdo de testes estatisticos paramétricos e ndo
paramétricos. Os resultados obtidos nos exames bioquimicos seguem na tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos exames bioquimicos séricos para avaliagdo hepatica de Amazona
aestiva com resultados de CAF normal e alterado.

CAF Normal CAF Alterada
_Exa}mg InteArva_Io de Média  Mediana Média Mediana p-valor
bioquimico referéncia*/**

AST (UI/L) 141-437 457,5 425,6 277,6 295,8 0,04
CK (UI/L) 125-345 2662,4 22345 2076,6 1672 0,36
FA (UI/L) 15-150 328,6 224 140,9 137 0,26

ALT (UI/L) 5-11 35,1 35,9 26,3 21,8 0,27

GGT (UI/L) 1a28 99 54,5 78 29 0,21
PT (g/dL) 3-4,5 3,61 3,35 4,08 3,85 0,91

ALB (g/dL) 1,79-2,81 1,96 1,90 1,98 1,90 0,79

COL (mg/dL) 180-305 406,4 359,5 437,3 439,5 0,44
TRIG (mg/dL) 49-190 177,3 163 238,4 189,5 0,44

*GUSMAN et al. (10); **GGT: PINTO et al. (11). Negrito: valores acima do intervalo de referéncia.

Houve apenas diferenca estatistica entre os grupos estudados para a atividade enzimatica
da AST, apesar de o grupo CAF normal ter apresentando valores de FA acima do intervalo de
referéncia, enquanto o grupo CAF alterada apresentou valores de atividade enzimatica da FA
de acordo com o intervalo considerado normal. J& para as provas de funcdo hepatica ambos os
grupos apresentaram valores dentro do intervalo de referéncia.

Das dez aves do grupo CA, apenas uma apresentou dosagem sérica de AST fora do
intervalo de referéncia (10%). Para as 20 aves analisadas, 14 apresentaram AST dentro do
intervalo de referéncia (70%) sendo nove pertencentes ao grupo CA (tabela 2).

Tabela 2. Numero de aves que obtiveram diferentes valores de AST de acordo com o resultado
da citopatologia por agulha fina.
Valores acima  Valores dentro do Valores abaixo do

AST (UI/L) do intervalo de intervalo de intervalo de
referéncia referéncia referéncia
Sem alteragdes 5 5 0
CAF Com alteracdes 0 9 1

Foi encontrada uma forte correlacdo positiva entre as varidveis CK e AST das aves
pertencentes ao grupo CN (r=0,75, p=0,013), demonstrando que ha relacéo entre o aumento das
duas enzimas. Com relacdo as varidveis CK e AST das aves do grupo CA néo foi encontrada
nenhuma correlacdo entre as duas variaveis (r=0,19, p=0,60).

DISCUSSAO
Nas aves pertencentes ao grupo CA, dentre as alteracGes citoplasticas encontradas estdo

as microvacuolizag¢fes e macrovacuolizagBes em hepatdcitos; a presenca dessas alteragdes em
hepatdcitos representam lipideos que foram eliminados durante o processo de fixacdo e
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coloracdo da amostra (12). Essas vacuoliza¢Bes nos hepatdcitos representam o acimulo de
gordura ou esteatose hepatica (12,13). As aves utilizadas neste estudo, de forma geral, eram
mantidas como animais de companhia de forma ilegal, portanto foram submetidas a diferentes
tipos de manejo ambiental e alimentar constituindo um grupo predisposto ao desenvolvimento
de esteatose hepaética.

A sindrome do figado gorduroso, conhecida também por degeneragdo hepatica gordurosa,
lipidose hepética ou esteatose hepéatica é uma doenca comum em psitacideos cativos (14),
especialmente papagaios do género Amazona (15). Ocorre em consequéncia do desequilibrio
do metabolismo energético, associado ao acimulo excessivo de gordura abdominal e hepéatica
(16). E observada em aves adultas alimentadas com dieta a base de sementes
predominantemente oleaginosas (especialmente sementes de girassol) ou quando guloseimas
gordurosas (laticinios, chocolate, etc) sdo oferecidas (17).

Outro achado na CAF do grupo alterado foi a presenca de pigmentacdo fortemente
basofilica intracitoplasmaticas. Dentre os pigmentos mais comuns encontrados nos hepatdcitos
estdo a lipofuscina e o biliar. A lipofuscina, 0 mais comum deles, consiste em lisossomos cheios
de lipideos contendo residuos indigeriveis. Acumula-se devido ao processo de degradagdo
celular natural (12,13). A bile constitui a principal via de eliminag&o da bilirrubina e excesso
de colesterol livre e sais biliares (13). A retencdo de pigmento biliar, denominada colestase, &
uma consequéncia de doenca hepatica, resultando em acumulo hepatocelular ou canalicular
(12).

Em coloracdo citologica baseada na teécnica de Romanowsky ambos os pigmentos,
lipofuscina e biliar, apresentam coloracdo basofilica no exame citopatologico (12). Esse fato,
consiste em uma limitacdo da técnica de citopatologia por agulha fina, pois ndo foi possivel
diferenciar quais dos dois pigmentos de fato estavam presentes nas amostras estudadas uma vez
que essa foi a coloracdo utilizada. Devido a isso, as amostras que apresentaram pigmentos
basofilicos foram consideradas alteradas por poderem tratar-se de colestase.

Dentre os exames bioquimicos sericos realizados, apenas foi encontrada significancia
estatistica para a enzima AST na comparacdo dos achados entre 0s dois grupos. Dentre a média
dos valores de AST dos dois grupos, o fato de no grupo CN ter apresentado valor acima dos de
referéncia enquanto, o grupo das aves CA obteve valores de acordo com a referéncia pode ter
sido por influéncia de lesdo musculo esquelética, evidenciada pela alta CK.

A alta atividade de AST tem sido encontrada em uma infinidade de tecidos (figado,
musculo esquelético e cardiaco, cérebro e rins), mas principalmente no figado e tecidos
musculares, e sua distribuicdo entre os tecidos varia dependendo da espécie (2, 4,18).

As fontes primarias de atividade plasmatica da AST sdo os musculos, o figado e os rins
(19); portanto, a AST ¢é sensivel, mas nédo especifica para dano hepatocelular e lesdo muscular,
sendo frequentemente avaliada em conjunto com a CK, que é uma enzima muscular especifica,
para diferenciar entre os danos hepaticos e musculares (2-4,18, 20).

Nas aves a CK trata-se de uma enzima musculo-especifica que pode ser utilizada como
indicador de lesdo muscular (4, 19) e o aumento de sua atividade pode ser em decorréncia de
lesbes musculares provenientes de traumas, esforco fisico exagerado, distarbios convulsivos,
contencao fisica, aplicacdo de medicamentos intramusculares e alteracdes em miocardio (4,19).

Como as aves eram originalmente mantidas em recinto amplo, provavelmente houve
lesdo muscular durante o estresse da captura neste recinto. Somado a isso, a aplicacdo
intramuscular dos farmacos sedativos, no dia do estudo, também deve ter gerado lesdo muscular
significativa, influenciado no aumento da CK, por isso que neste estudo foram encontrados
valores altos desta enzima. Quando sdo observados aumentos concomitantes nas atividades
enzimaticas da CK e da AST ha indicacdo de ocorréncia de dano muscular (19). A influéncia
da lesdo muscular, observada através da elevacdo da CK, pode ser confirmada por meio do
resultado obtido no teste de correlagdo, que mostrou uma correlagdo forte e positiva entre 0s
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aumentos simultaneos das enzimas AST e CK. Existe a possibilidade de que sem o aumento
significativo da CK, ou seja, de lesdo muscular, poderiamos ter encontrado valores de AST
menores para ambos 0s grupos estudados.

Embora os demais exames bioquimicos hepaticos de lesdo e funcdo ndo tenham
apresentado diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos, é interessante observar
suas variagdes em relacéo aos valores de referéncia na literatura.

A atividade da ALT ocorre em muitos tecidos diferentes (21) como no figado e no
musculo esquelético ocorrendo extravasamento para o sangue quando ha lesdo tecidual (4). A
atividade plasmatica da ALT ndo é um teste especifico, tampouco sensivel, para a deteccdo de
doenca hepatocelular em aves (2, 4) e o aumento significativo da ALT em ambos os grupos,
provavelmente também tenha ocorrido pela lesdo muscular. Embora a ALT ndo seja
considerada uma enzima de importancia para o diagnostico hepético aviario (2, 4, 19), a
mensuracdo desta enzima neste estudo teve como objetivo confrontar as informagdes em
literatura, na tentativa de talvez encontrar alguma informacéo relevante sobre esta enzima.

Neste estudo, nas aves do grupo CN, a FA se mostrou acima dos valores de referéncia,
enquanto no grupo CA se manteve nos parametros normais. Nas aves, 0 aumento significativo
da atividade plasmaética da FA parece estar relacionado com a atividade osteobléstica e a
modificacdo 0ssea associada ao crescimento, ocorréncia de trauma, reparacao do tecido 6sseo,
processos neoplasicos, hiperparatireoidismo nutricional secundario e formacao da casca do ovo
(3, 4, 20).

As aves utilizadas para este estudo eram adultas, sem sinais de atividade osteoblastica
(fraturas, lesbes, traumas), doenca metabolica (hipertireoidismo), neoplasia e ndo foram
observados ovos em formacao, na ocasido da realizacdo da CAF guiada por ultrassom, que
pudessem justificar valores séricos de FA elevados. Em galinhas a atividade da FA foi
observada no figado e ausente nos pulmdes, sistema musculo esquelético e coragdo. Ja em
perus, a maior atividade foi encontrada nos testiculos e depois no figado. Em patos a atividade
da FA foi encontrada no duodeno e nos rins (22). Sendo assim, a real atuacdo enzimatica da FA
nas diferentes espécies aviarias ainda consiste em uma lacuna a ser investigada. A realizacéo
de mais investigacGes em doengas colestaticas e do trato biliar, como o carcinoma biliar, podera
elucidar a sensibilidade e especificidade da FA nesses casos (3, 20).

A gama glutamiltransferase (GGT) € uma enzima encontrada nas células das membranas
dos ductos biliares (23) tem alta especificidade e baixa sensibilidade para o tecido hepatico
aviario (23, 24). Aumentos significativos de GGT sdo devido a obstrucdo ou danos a arvore
biliar incluindo neoplasias, inflamagcdo ou colelitiase. Dano hepéatico sozinho ndo altera
significativamente a concentracdo plasmatica (3). Poucas informacdes foram encontras na
literatura a respeito dos valores de referéncia da GGT para a espécie em estudo. Segundo HARR
(3) intervalos de referéncia paraa GGT ainda ndo foram estabelecidos para as aves. Na literatura
adotada para os valores de referéncia deste estudo (10), ndo ha valores descritos dessa enzima
para papagaios verdadeiros.

Dessa forma, foi necessaria a busca por outra fonte de referéncia sendo adotado o estudo
realizado por PINTO et al. (11), onde foram relatados valores maximo e minimo da GGT (1,0
U/L a 28 U/L) por meio do estudo de papagaios verdadeiros mantidos sob cuidados humanos.
Os valores encontrados por PINTO et al. (11) foram menores em comparacao aos encontrados
neste estudo. A dosagem da GGT neste estudo teve o objetivo de buscar possiveis variagdes
desta enzima em aves com alteracdes hepaticas. Porém, foram encontrados valores maiores no
grupo CN em comparacao ao grupo CA. Uma limitacdo deste estudo para melhor compreensao
desses valores encontrados € o fato da CAF néo fornecer informac@es a respeito da presenca ou
auséncia de obstrucdo ou danos na arvore biliar, que poderiam auxiliar na compreensdo dos
valores encontrados.
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Dentre as proteinas que o figado é responsavel pela sintese estdo: albumina, fibrinogénio,
enzimas, hormdnios e proteinas de transporte e coagulacao (4). A hipoproteinemia é observada
em distarbios nutricionais (inanicdo, ma nutricdo, ma absorcdo intestinal), parasitose intestinal
e na insuficiéncia hepética devido a menor producdo (4, 19). Nos dois grupos estudados 0s
valores de proteina total e albumina estavam dentro dos valores de referéncia para a espécie.
Apesar da evidéncia de lesdo hepatocelular no grupo CA aparentemente as lesdes encontradas
ndo foram suficientes para que o metabolismo proteico hepético fosse afetado.

O colesterol plasmatico provém tanto da dieta como da sintese hepética (25), em aves
carnivoras as concentracdes se apresentam mais elevadas enquanto aves que se alimentam de
frutas ou de grdos apresentam concentracGes menores (21). Hipercolesterolemia também pode
ser causada por hipotireoidismo, dietas ricas em gorduras e lipemia, ocorre também durante a
vitelogénese em aves fémeas que se preparam para a oviposicao e no periodo pos-prandial (4).
ConcentracGes muito altas de colesterol plasmatico sdo geralmente acompanhadas por lipemia,
especialmente em papagaios do género amazona, araras e cacatuas com degeneracao hepética
gordurosa (21).

As médias encontradas em ambos 0s grupos para colesterol e triglicérides foram mais
elevadas que os valores de referéncia. Os achados demonstram que apesar de as aves utilizadas
neste estudo receberem alimentacdo balanceada, os cardapios devem ser revistos, pois os altos
valores provavelmente estdo relacionados com excessos dieteticos. Apesar do descrito em
literatura e das concentracOes plasmaticas aumentadas, nenhuma ave apresentou lipemia no
plasma. O fato de as colheitas de sangue terem sido realizadas em jejum, podem ter contribuido
para evitar a ocorréncia de lipemia plasmatica.

CONCLUSAO

A AST é uma enzima que pode trazer informacOes a respeito da lesdo hepatica, mas a
influéncia da lesdo muscular sobre seus valores séricos é significativa. Portanto, no caso de aves
ariscas ou que vivem em recintos grandes onde a captura pode trazer lesdo muscular, seu valor
diagnostico pode ficar comprometido.

Embora a proteina total e albumina sejam importantes para a avaliacdo da funcéo
hepatica, provavelmente apenas comprometimento hepatica severo podera levar a alteragdes
significativas em suas concentragdes séricas, visto que os valores encontrados entre ambos 0s
grupos foram semelhantes.

Dentre as diversas enzimas estudadas, muitas ainda apresentam poucas informacdes sobre
seu possivel valor diagnostico em aves, sendo assim, devem ser encorajadas mais investigacoes
que possam elucidar a respeito de seus usos na medicina aviaria.
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