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SANCHES, T. F. Avaliacao hepética por meio dos exames imaginoldgicos,
bioquimicos e citopatoldégico em papagaios verdadeiros (Amazona aestiva)
mantidos sob cuidados humanos. Botucatu, 2023. 90 p. Dissertacdo
(Mestrado em Animais Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO
O diagnéstico de hepatopatias em psitacideos pode ser dificil, pois os sinais

clinicos séo inespecificos e varios testes diagnodsticos sdo necessarios. Diante
das dificuldades encontradas em se obter o acompanhamento da doenca
hepatica, esse estudo objetivou avaliar a condicdo hepatica de papagaios
mantidos em cativeiro pela radiografia, elastografia, citopatologia hepatica e
dosagens séricas bioquimicas para obter referéncias de normalidade e detectar
possiveis alteracdes. Foram avaliados 20 papagaios verdadeiros submetidos
aos exames de radiografia, ultrassonografia, citopatologia por agulha fina,
bioquimica sérica e elastografia 2D Shear Wave sob sedacdo. As aves foram
divididas em 2 grupos (CAF normal e alterada) para as analises comparativas
bioguimicas e mensuracdes para padrées de normalidade nos exames de
imagem. No grupo de aves com CAF normal, foi realizado o exame radiografico,
e se obteve, na projecdo ventrodorsal, a média da largura da silhueta hepética
de 2,34 cm, e os valores maximo e minimo foram de 2,01 e 2,66 cm. Ja na
elastografia as médias encontradas foram de 1,47 m/s e 6,55 kPa, com os
intervalos de 1,36 a 1,59 m/s e 5,55 a 7,56 kPA. Na comparacao da atividade
enzimatica entre o grupo de aves com CAF normal e alterada houve significancia
estatistica apenas para a AST (p=0,04) e as provas de funcdo hepatica
apresentaram valores normais para os 2 grupos. A AST pode trazer informacdes
a respeito da lesdo hepatica, mas a influéncia da lesdo muscular sobre seus
valores séricos é significativa. A CAF se mostrou um método seguro e funcional

para a espécie e a elastografia um método diagnostico promissor.

Palavras-chave: hepatopatia, diagndstico por imagem, ultrassom, exame

radiogréfico, patologia clinica, citopatologia por agulha fina
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SANCHES, T. F. Liver evaluation through analysis of imaging, biochemical
and cytopathological examinations of blue-fronted parrots (Amazona
aestiva) kept under human care. Botucatu, 2023. 90 p. Dissertation (Master’s
Degree in Wild Animals) — Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
Campus of Botucatu, Sdo Paulo State University.

ABSTRACT
The diagnosis of liver disease in psittacine birds can be difficult, as clinical

signs are nonspecific and several diagnostic tests are required. Faced with the
difficulties encountered in monitoring liver disease, this study aimed to evaluate
the liver condition of amazon parrots kept in captivity using radiography,
elastography, liver cytopathology and serum biochemical measurements to
obtain normality references and detect possible changes. For this study, 20 blue-
fronted amazon parrots (Amazona aestiva) underwent radiography,
ultrasonography, fine needle cytopathology, serum biochemistry and 2D Shear
Wave elastography under sedation. The birds were divided into 2 groups (normal
and altered FNC) for biochemical comparative analyzes and measurements for
normality patterns in imaging exams. In group of birds with normal FNC, the
radiographic examination, ventrodorsal projection, the average width of the liver
silhouette was 2.34 cm, and the maximum and minimum values were 2.01 and
2.66 cm. In elastography, the averages found were 1.47 m/s and 6.55 kPa, with
the intervals from 1.36 to 1.59 m/s and 5.55 to 7.56 kPa. Comparing enzymatic
activity between the group of birds with normal and altered FNC, there was
statistical significance only for AST (p=0.04) and liver function tests showed
normal values for both groups. AST could provide information about liver injury,
but the influence of muscle injury on its serum values is significant. FNC proved
to be a safe and functional method for the species and elastography a promising
diagnostic method.

Keywords: liver disease, diagnostic imaging, ultrasound, radiographic

examination, clinical pathology, fine needle cytopathology.



CAPITULO 1: Considerag®es iniciais



1. Introducéao

A ordem Psittaciformes € composta por 403 espécies
pertencentes as familias: Strigopidae, Cacatuidae, Psittacidae e Psittaculidae
(GILL et al., 2023). No Brasil sado listadas 87 espécies de psitacideos
pertencentes a familia Psittacidae, sendo 12 espécies do género Amazona
(PACHECO et al., 2021).

E comum no Brasil a manutencdo de animais silvestres como
animais de estimacdo (BONELLO, 2006) e os papagaios ganham a simpatia
devido sua inteligéncia, curiosidade e capacidade de imitar sons, sendo uma
espécie muito procurada como animal de companhia (SICK, 1997).

Sob cuidados humanos, a maioria dos Psittaciformes recebe dieta
inadequada, tendo como consequéncia distlrbios nutricionais que representam
0s problemas de saude mais frequentes na rotina clinica de aves de companhia
(GRESPAN e RASO, 2014). A doenca hepética gordurosa, também conhecida
como lipidose hepética, € comum em papagaios mantidos como animais de
companhia em consequéncia da alimentacdo frequentemente a base de
sementes com alto teor de gordura ad libitum (STANFORD, 2005).

O diagndstico de doencgas hepaticas em psitacideos pode ser dificil,
pois os sinais clinicos séo inespecificos e, frequentemente, as manifestacdes
clinicas de insuficiéncia hepatica ndo ocorrem até estagios avangados da doenca
(HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005; REAVILL e LENNOX, 2007).

Dessa forma, a identificacdo das hepatopatias é realizada com
base em uma compilacdo de evidéncias a partir da histéria clinica, exame fisico,
testes de patologia clinica, exames de imagem e exame histopatolégico por meio
de biopsia (DONELEY, 2004; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005,
CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007).

A interpretacdo das atividades de enzimas hepaticas
frequentemente 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 (CAMPBELL, 2015).



O aumento hepatico é facilmente demonstrado em radiografias
ventrodorsais, sendo a hepatomegalia um achado de alteracdo comum em aves
(KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010).

O exame ultrassonografico permite a avaliagdo da estrutura interna
dos oOrgdos, possibilitando a observacdo da extensdo, gravidade e
desenvolvimento de doencas hepaticas (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al.,
2001), sendo que algumas alteragcBes no parénquima hepético podem ser
observadas ultrassonograficamente, tais como neoplasia, cisto, inflamacéao,
congestdo ou degradacdo gordurosa (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES,
2011b; AUGUSTO e HILDEBRANDT, 2014).

No entanto, a realizacdo da biopsia hepética é frequentemente
necessaria para diagnosticar, de forma definitiva e caracterizar adequadamente
a doenca hepatica (GRUNKEMEYER, 2010), A biépsia hepéatica em humanos
ainda é considerada o exame “padrao ouro” para avaliacdo e caracterizacdo da
doenca hepatica (RIFAI et al., 2011; SPOREA et al., 2013), pois possibilita a
classificacdo do estagio da fibrose e também permite a observacdo, quando
presente, de esteatose, necrose e atividade inflamatoria (BARR et al., 2015).
Entretanto, € um procedimento invasivo com alto custo e, apesar de baixo, ha o

risco de complicacdes graves, como hemorragia (RIFAI et al., 2011).

A elastografia € um método novo e ndo invasivo para o
estadiamento da doenca hepatica crbnica, desenvolvida para reduzir o nimero
de bidpsias, tornando-se um procedimento amplamente aplicado para a
deteccao de fibrose hepatica, em medicina humana, sendo um procedimento
mais confortavel e sem riscos para o paciente quando comparado a biopsia
(RIFAI et al., 2011).

Diversos estudos em pacientes humanos portadores de fibrose
hepéatica demonstraram que a velocidade das ondas de cisalhamento possui
correlacdo com os estagios da fibrose hepatica, assim a elastografia por Shear
Wave (SWE) é amplamente aplicada como método diagndstico para prever o

estadiamento da fibrose hepéatica em humanos (TAMURA et al., 2019).

Na medicina veterinaria, os estudos utilizando a técnica de
elastografia sdo recentes e baseiam-se na padronizacdo de valores de

referéncia em diferentes tecidos como baco, figado, rins e prostata de caes e



gatos; e também para avaliacdo de neoplasias mamarias em cadelas
(FERNANDEZ et al., 2017).

Desta forma o presente estudo objetivou uma avaliagcédo
elastogréfica, radiografica e de bioquimica sérica de animais considerados
higidos pela citopatologia por agulha fina e exame clinico, bem como avaliar os
valores bioquimicos observados em animais com alteracbes ao exame

citolégico.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o parénquima hepatico de psitacideos por meio dos exames

ultrassonogréfico, radiografico, laboratorial e citopatologia aspirativa.

2.2. Obijetivos especificos

a) Avaliar o parénquima hepético de uma populagdo de
psitacideos, provenientes de apreensdes, por meio do exame
ultrassonogréfico Modo B e elastograficos e considerados normais
quando comparados a citopatologia por agulha fina;

b) Fazer as mensuragcbes da silhueta cardiohepatica em
papagaios com CAF normal;

c) Comparar 0s niveis enzimaticos séricos de papagaios
verdadeiros sem alteragbes e com alteragbes no exame

citopatoldgico por agulha fina.

3. Revisao de literatura

3.1 Psitaciformes



A ordem Psittaciformes €é composta por 403 espécies
pertencentes as familias: Strigopidae, Cacatuidae, Psittacidae e Psittaculidae
(GILL et al., 2023). No Brasil sao listadas 87 espécies de psitacideos
pertencentes a familia Psittacidae, sendo 12 espécies do género Amazona
(PACHECO et al., 2021).

E comum no Brasil a manutencdo de animais silvestres como
animais de estimacédo (BONELLO, 2006) e os papagaios ganham a simpatia
devido sua inteligéncia, curiosidade e capacidade de imitar sons, sendo uma

espécie muito procurada como animal de companhia (SICK, 1997).

Sob cuidados humanos, a maioria dos Psittaciformes recebe dieta
inadequada, tendo como consequéncia distarbios nutricionais que representam
os problemas de salde mais frequentes na rotina clinica de aves de companhia
(GRESPAN e RASO, 2014).

Melo et al. (2018) realizaram um estudo baseado na aplicacdo de
um questionario a respeito da alimentacdo de psitacideos sob cuidados
humanos em residéncias brasileiras e, diante das 130 respostas coletadas,
constataram que 60% das aves recebiam uma dieta a base de sementes de
girassol acrescida de outros itens alimentares (racdo extrusada, verduras,
legumes e comida caseira). O Amazona aestiva representado por 79,20% dos
psitacideos no estudo.

Nas aves cativas, a obesidade é um disturbio nutricional comum,
e 0s papagaios do género Amazona sp. estdo entre as espécies que possuem
predisposicdo para esta condi¢cdo, estando a lipidose hepatica entre os efeitos
deletérios do acumulo de gordura (GRESPAN e RASO, 2014).

3.2 Anatomia e fisiologia hepética

O figado € um 6rgdo acessorio do sistema digestorio e a maior
glandula do corpo (ZAEFARIAN et al., 2019) com fun¢cdes enddcrina e exdcrina
(DENBOW, 2015). O figado normal de uma ave adulta tem a coloracéo
vermelho-parpura escuro e € composto pelos lobos direito e esquerdo
(GRUNKEMEUER, 2010), unidos cranialmente na linha média (DENBOW, 2015;
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DONELEY, 2016), com o lobo direito sendo maior na maioria das espécies
(GRUNKEMEUER, 2010).

O figado fica envolto por uma capsula fina e elastica de tecido
conjuntivo, que permite sua expansao (DONELEY, 2016). A regido cranioventral
dos lobos circunda o apice do coracao e a superficie visceral esta em contato
com o proventriculo, ventriculo e baco (GRUNKEMEUER, 2010). Ventralmente,
o figado esta em contato direto com o esterno e, na maioria das aves, o figado
saudavel ndo se estende além da borda caudal do esterno (SCHMIDT et al.,
2015).

Segundo ZAEFARIAN (2019) o figado é um orgao vital que esta
envolvido em uma ampla gama de fungdes, incluindo o metabolismo de
gorduras, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais, remoc¢ao de residuos e
desintoxicacdo. E o principal local de armazenamento das vitaminas
lipossoluveis (A, D, K e E), bem como da vitamina Bi2, glicogénio, alguns
minerais (Fe e Cu) e também esta envolvido na ativagdo da vitamina D. O figado
€ o principal local de fagocitose pelas células de Kupffer, que destroem células
sanguineas envelhecidas e patdégenos que podem entrar através do sangue

porta-hepatico.

Quando presente, a vesicula biliar, esta localizada na superficie
visceral do lobo direito e pode ter formato de pera, alongada ou cilindrica
(SCHMIDT et al., 2015). A bile é drenada de ambos os lobos do figado pelos
ductos hepaticos direito e esquerdo (GRUNKEMEUER, 2010). As pombas, a
maioria dos psitacideos e avestruzes ndo possuem vesicula biliar (DONELEY,
2016). Nestas espécies, o ramo do ducto hepatico direito forma o ducto
hepatoentérico direito que se esvazia diretamente no duodeno
(GRUNKEMEUER, 2010).

3.3 Hepatopatias em psitacideos

O tecido hepatico tem uma capacidade maior de regeneracao do
gue muitos outros tecidos, assim como uma grande capacidade de reserva

funcional, dessa forma, fazer o diagndstico precoce de doenca hepatica é dificil,
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porque até 80% da funcdo hepatica deve estar comprometida antes que um

processo patolégico possa se tornar clinicamente aparente (JAENSCH, 2000).

Ap6s uma necrose hepatica extensa, geralmente, observa-se a
regeneracdo do parénquima sem cicatrizes, desde que a matriz extracelular
normal permaneca intacta (DONELEY, 2004; HOCHLEITHNER e
HOCHLEITHNER, 2005). A lesdo hepatica cronica comumente se manifesta
como fibrose (DONELEY, 2004; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005).

A fibrose ocorre devido a um aumento anormal na deposi¢céo de
colageno e outros componentes da matriz extracelular em decorréncia a lesdo
cronica, podendo ser consequéncia de uma variedade de causas (BARR et al.,
2015). As células estreladas hepéticas mudam de células armazenadoras de
lipidio tipicas para células com aparéncia de miofibroblasto, que posteriormente
desenvolve capacidade de sintetizar colageno, levando ao desenvolvimento da
fibrose hepatica (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005).

Portanto, a fibrose consiste em uma doenca cronica e debilitante
que frequentemente resulta da hepatite crénica em psitacideos (LEE et al.,
2011). Sua etiologia geralmente ndo é determinada, mas pode estar relacionada
a desnutricdo crbnica, processos infecciosos, exposicdo a toxinas e doencas
imunomediadas e a ocorréncia de hiperplasia dos ductos biliares €,
frequentemente, observada em psitacideos com doencas hepaticas, inclusive
hepatites crbnicas, fibrose hepéatica e lipidose hepatocelular (LEE et al., 2011).
Ja foram descritos como causa de fibrose hepatica cronica parasitismo por
Platynosomum proxillicens em cacatua (Cacatua sulphurea) (KAZACOS et al.,
1980) e Histomonas meleagridis em codornas (HASSAN et al., 2020).

Como resultado de fibrose crénica uma doenca em estagio final ou
cirrose € caracterizada pela perda da arquitetura hepatica normal devido a
regeneracao do parénquima, seguido por fibrose e, frequentemente, hiperplasia
dos ductos (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005). O tecido fibroso é
depositado na area da leséo, levando a uma extensa remodelacao do tecido e

mudancgas nas capacidades funcionais dos hepatécitos (DONELEY, 2004).

A obesidade é uma condicéao clinica frequentemente observada em
papagaios do género Amazona, podendo ser ocasionada por inatividade fisica
combinada com alta ingestdo de gordura (LEVINE, 2003; GRESPAN e RASO,
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2014). A obesidade aviaria pode resultar em problemas como figado gorduroso,
falta de resisténcia fisica devido ao impacto da gordura nos sacos aéreos,
aterosclerose em artérias coronarias e outros vasos sanguineos e até acidente
vascular cerebral devido a émbolos gordurosos de hipercolesterolemia (LEVINE,
2003).

A sindrome do figado gorduroso, conhecida também por
degeneracédo hepética gordurosa, lipidose hepatica ou esteatose hepética € uma
doengca comum em psitacideos cativos (CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007),
especialmente papagaios do género Amazona (GODOY, 2007). Ocorre em
consequéncia do desequilibrio do metabolismo energético, associado ao
acumulo excessivo de gordura abdominal e hepatica (HARRISSON E
MCDONALD, 2005). 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 (DAVIES, 2000).

Nos casos das aves engaioladas acredita-se também que esteja
associado a falta de exercicios, devido a restricdo de espaco, combinado ao alto
consumo de alimento, provocando um balanco energético positivo (ZAEFARIAN
et al., 2019). Pode ser fatal se ndo for diagnosticada a tempo e tratada
agressivamente (CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007). Morte subita em Amazona sp.
tem sido descrita, tendo como Unica alteracdo histopatologica o acumulo de
gordura nos hepatdcitos (CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007; MACWHIRTER, 2010).

Devido a inespecificidade dos sinais clinicos, o diagnostico de
doencas hepaticas em psitacideos pode ser dificil e, (REAVILL e LENNOX,
2007) frequentemente, as manifestacdes clinicas de insuficiéncia hepética ndo
ocorrem até o0 estdgio avancado da doenca (HOCHLEITHNER e
HOCHLEITHNER, 2005).

Entre os diversos sinais clinicos podem ser observados anorexia,
perda de peso, letargia, fraqueza, diarreia, poliuria, polidipsia, diminuicdo do
empenamento, obesidade, regurgitacdo, émese, morte subita e dispneia pode
ocorrer em casos de hepatomegalia e/ou ascite (LUMEIJ, 1994,
HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005; GRUNKEMEUER, 2010;
GRANGE, 2014).
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Existem alguns sinais clinicos que sdo altamente sugestivos de
insuficiéncia hepdtica, entretanto, nenhum & patognomonico (LUMEIJ, 1994;
HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005). A insuficiéncia hepética esta
associada a coloracdes amarelas ou verdes dos uratos e/ou fezes, o que pode
resultar em biliverdindria ou bilirrubindria (LUMEIJ, 1994). As penas
desenvolvem uma cor preta brilhante devido & exposi¢cado da melanina pela perda
total do pigmento verde ou azul normal (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER,
2005). Crescimento excessivo do bico e das unhas, hematomas ou sangramento
na pele e tempo de coagulacdo prolongado podem estar associados a
insuficiéncia hepatica (LUMEIJ, 1994; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER,
2005).

Dessa forma, a identificacdo das hepatopatias é realizada com
base em uma compilacdo de evidéncias a partir da historia clinica, exame fisico,
testes de patologia clinica, exames de imagem e exame histopatoldgico por meio
de biépsia (DONELEY, 2004; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005,
CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007).

3.4 Métodos diagndésticos das hepatopatias em psitacideos

3.4.1 Exames bioquimicos

O volume total de sangue de uma ave é de aproximadamente 10%
(6 a 12ml/100g) do peso do seu corpo, mas podem haver variacdes dessa
quantidade entre as espécies (ECHOLS, 1999). Como regra geral, 10% do
volume total sanguineo, ou o equivalente a 1% do peso corpéreo da ave, pode
ser coletado com seguranca de aves saudaveis (POWER, 2006; DYER e
CERVASIO, 2008). Dessa forma, 1ml de sangue pode ser coletado de uma ave
saudavel que pesa 100 gramas sem efeitos deletérios para o animal (ECHOLS,
1999; POWER, 2006; DYER e CERVASIO, 2008).

A puncéo venosa da veia jugular € um procedimento que pode ser
usado para coleta de sangue da maioria das espécies de aves, sendo a veia
jugular direita geralmente a de escolha, devido ao seu calibre ser maior que o da
jugular esquerda (CAMPBELL, 1994; ECHOLS, 1999; POWER, 2006). Para a

realizacdo de testes bioquimicos em amostras de sangue de aves €
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recomendado o uso de tubos contendo heparina de litio como anticoagulante
(HOCHLEITHNER, 1994; ECHOLS, 1999; CRAY e ZAIAS, 2004; DONELEY,
2016).

Anormalidades no hemograma de pacientes aviarios com doenca
hepética sdo inespecificas, mas podem dar uma indicacao quanto a cronicidade
e condicdo patologica subjacente do processo da doenca (GRANGE, 2014). A
anemia pode ocorrer nesses casos como resultado de coagulopatias, trauma
hepatico ou hemocromatose, enquanto leucocitose pode estar presente em
doencas hepéaticas infecciosas ou inflamatérias (GRUNKEMEYER, 2010). O
hemograma pode revelar parasitas que causam danos hepaticos
(GRUNKEMEYER, 2010), como, por exemplo, Haemoproteus spp. (DONOVAN
et al., 2008), Plasmodium spp. e Leucocytozoon spp. (FERRELL et al., 2007).

De acordo com CAMPBELL (2015), a interpretacao 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. Como a
especificidade e a sensibilidade dessas enzimas podem variar em funcdo da
espécie e da natureza da doenca hepatica, € possivel fazer apenas
consideragbes generalizadas a respeito das alteracdes nas atividades

enzimaticas.

Nas aves, segundo SCHIMIDT et al. (2007), as provas de funcéo
hepéatica podem ser realizadas por testes de atividade enzimética, onde a
aspartato aminotransferase (AST), a alanina aminotransferase (ALT) e a
glutamato desidrogenase (GLDH) refletem lesdo hepatocelular. Enquanto, a
gama glutamiltransferase (GGT) e a fosfatase alcalina (FA) apresentam-se
aumentadas em casos de colestase ou indugdo por drogas. Também podem ser
realizados testes metabdlitos ou testes funcionais do figado por meio da

dosagem do colesterol total, acidos biliares, bilirrubinas, glicose e as proteinas.

A alta atividade da 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 (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER,
2005; CAPTELLI e CROSTA, 2013, CAMPBELL, 2015). Com o auxilio de um
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cofator, o piroxidal 5-fosfato (PP), sua funcéo é catalisar a transaminacao de L-

aspartato e 2-oxoglutarato a oxalacetato e glutamato (VILA, 2013).

A atividade plasmatica da AST é sensivel, mas ndo especifica para
dano hepatocelular e lesdo muscular, sendo frequentemente avaliada
juntamente com a creatinina fosfoquinase (CK), uma enzima muscular
especifica, para diferenciar entre os danos hepaticos e musculares (HARR,
2002; HARR, 2005; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005; CAPTELLI e
CROSTA, 2013, CAMPBELL, 2015).

Ja as mudancas na AST podem indicar danos aos hepatdcitos, mas
nao identificardo o estado funcional do figado (FUDGE, 2000). As concentractes
de &cidos biliares podem fornecer informacgdes sobre a capacidade funcional do
figado (GRANGE, 2014). A desvantagem dos acidos biliares € que muitos
processos de doencgas crbnicas podem ter concentracdes normais (FUDGE,
2000).

A atividade da ALT ocorre em muitos tecidos diferentes
(HOCHLEITHNER, 1994) como no figado e no muasculo esquelético,
extravasando para o sangue quando ha lesao tecidual (CAMPBELL, 2015). Esta
enzima catalisa a transaminacao reversivel da L-alanina e o 2-oxoglutarato a
piruvato e L-glutamato e, como a AST, também precisa do cofator PP para atuar
(VILAS, 2013).

O valor diagnéstico da ALT em aves € muito baixo. Sua atividade
plasméatica ndo € um teste especifico, tampouco sensivel, para a detec¢do de
doenca hepatocelular em aves (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005;
CAMPBELL, 2015). Em muitos casos, pacientes com lesdo hepatica grave
tiveram atividades de ALT normais (HOCHLEITHNER, 1994; DONELEY, 2016).

A GGT é uma enzima encontrada nas células das membranas dos
ductos biliares (DONELEY, 2016), que possui alta especificidade e baixa
sensibilidade para o tecido hepéatico aviario (FUDGE, 2000; DONELEY, 2016).
Aumentos significativos de GGT séo devido & obstru¢cdo ou danos a arvore biliar
que podem incluir neoplasias, inflamacé&o ou colelitiase (HARR, 2005; GRANGE,
2014). Dano hepatico sozinho ndo altera significativamente a concentracao
plasméatica da GGT (HARR, 2005).
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Niveis elevados de GGT foram observados em pombos com
doenca hepéatica subita induzida experimentalmente (LUMEIJ, 1997). Aumentos
marcantes também foram relatados em aves com carcinoma do ducto biliar
(HARR, 2005). Nota-se aumento da atividade sérica da GGT em algumas aves
com doenca hepatica, porém em outras nao, indicando que a atividade
plasméatica pode aumentar em algumas espécies dependendo da origem da
alteracdo hepética; entretanto, a importdncia dessa enzima na deteccdo de
doencas hepaticas nas aves ainda nado foi totalmente definida (CAMPBELL,
2015).

Niveis muito baixos de atividade da FA foram encontrados no
figado das espécies aviarias estudadas, e 0s aumentos na atividade plasmatica
parecem ser especificos para atividade osteoblastica e alteracdo Ossea
associado ao crescimento, trauma, reparo, osteomielite, neoplasia,
hiperparatireoidismo nutricional secundario e deposicéo da casca do ovo (HARR,
2002; HARR, 2005; CAMPBELL, 2015). A realizacdo de mais investigacbes em
doengas colestéticas e do trato biliar, como o carcinoma biliar, poderé elucidar a
sensibilidade e especificidade da FA nesses casos (HARR, 2002; HARR, 2005).

O colesterol plasmatico provém tanto da dieta como da sintese
hepatica (VILA, 2013). E eliminado na forma de &cidos biliares e sua
concentracdo aumenta quando ha obstrucdo extra-hepatica, fibrose hepatica e
hiperplasia dos ductos biliares (CAMPBELL, 2015). As aves carnivoras
apresentam uma concentracdo plasmatica maior em relacdo as aves que se
alimentam de frutas ou de grdos (HOCHLEITHNER, 1994).

Altas concentracdes de colesterol podem ser causadas por
hipotireoidismo, dietas ricas em gorduras e lipemia, ocorre também durante a
vitelogénese em aves fémeas que se preparam para a oviposi¢ao e no periodo
pos-prandial (CAMPBELL, 2015). A hipercolesterolemia, geralmente, €
acompanhada por lipemia, especialmente em papagaios do género amazona,
araras e cacatuas com degeneracdo hepética gordurosa (HOCHLEITHNER,
1994). Hipocolesterolemia pode estar associada ao estagio final da faléncia
hepética, ma digestdo ou ma absorcéo e inanicdo (CAPITELLI e CROSTA, 2013,
CAMPBELL, 2015).
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As concentracdes de acidos biliares podem fornecer informacdes
sobre a capacidade funcional do figado, pois dependem da extracdo, conjugacao
e excrecdo hepatica (REAVILL e LENNOX, 2007). A desvantagem dos acidos
biliares € que muitos processos de doencas cronicas podem ter concentracdes
normais (FUDGE, 2000).

Em vérias espécies de aves ainda ndo foram estabelecidas as
faixas de variacfes de referéncia da concentracdo plasmatica de 4cidos biliares
em amostras obtidas em jejum, havendo a necessidade de obtencdo de

intervalos de referéncia para testes espécie-especificos (CAMPBELL, 2015).

Conforme VILA (2013) a importancia clinica das concentracdes de
bilirrubina ou biliverdina nas aves ainda € desconhecida. Sabe-se que a
biliverdina é a responsavel pela coloracédo esverdeada dos uratos que aparecem
nos casos de doenca hepatica. No plasma, a presenca desta coloracdo ocorre
em doencas hepatobiliares graves e estd associada a um progndstico

desfavoravel.

A grande maioria das proteinas circulantes no plasma sé&o
sintetizadas pelo figado, a excecdo das imunoglobulinas (VILA, 2013), que sao
produzidas pelos linfocitos B e plasmécitos e sdo importantes componentes da
proteina total do plasma (CAMPBELL, 2015). Dentre as proteinas plasmaticas
produzidas pelo figado estdo: a albumina, que representa de 40 a 50% do teor
de proteina total do plasma das aves, proteinas de transporte, proteinas de
coagulagdo, fibrinogénio, enzimas e horménios (CAMPBELL, 2015; ZAEFARIAN
et al., 2019).

A hipoproteinemia pode ser verificada na insuficiéncia hepética
devido a menor producédo de albumina, mas pode estar presente em outros
casos como na doenga renal, ma absorcdo intestinal, inanicdo e parasitose
gastrointestinal (CAMPBELL, 2015). Na insuficiéncia hepatica ha diminuicéo
significativa dos valores das proteinas totais, concomitantemente a diminuicao
da proporcao albumina/globulinas (SCHIMIDT, 2007).

Anormalidades proteicas podem ser ainda mais investigadas com
eletroforese para determinar as mudancas relativas em cada fracao proteica. No
entanto, os intervalos de referéncia normais na eletroforese ndo foram

determinados para todos os pacientes aviarios (GRUNKEMEYER, 2010),
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havendo a necessidade de mais estudos para definir melhor seu valor
diagndstico (JAENSCH, 2000).

3.4.2 Bidpsia e citopatologia hepéatica

Considerada o exame “padrédo ouro”, a bidpsia hepética, €&
frequentemente necessaria para diagnosticar de forma definitiva e caracterizar
adequadamente a doenca hepéatica (GRUNKEMEYER, 2010; RIFAI et al., 2011;
SPOREA et al., 2013), pois possibilita a classificacdo do estagio da fibrose e
também permite a observacdo, quando presente, de esteatose, necrose e
atividade inflamatéria (BARR et al., 2015).

No entanto, o tecido obtido por meio da bidpsia representa apenas
uma pequena fragdo do volume hepético (aproximadamente 1/50.000 do volume
total do figado em humanos) podendo resultar em erro de amostragem, uma vez
que, processos inflamatoérios e fibrose se distribuem de forma irregular pelo
parénquima hepatico (CUI et al., 2003; BARR et al., 2015).

Amostras de tecido hepético podem ser obtidas por técnicas
percutaneas com agulha as cegas ou técnicas guiadas por ultrassom,
endoscopia e laparoscopia (GRUNKEMEYER, 2010). A informacdo obtida
através da bidpsia é dependente do método de colheita, da natureza da doenca
e da forma que a amostra é fixada (JAENSCH, 2000; GRUNKEMEYER, 2010).

Uma bidpsia hepatica pode ser realizada em aves com peso
corporal superior a 145 gramas e a biépsia guiada é possivel em aves com peso
corporal a partir de 350 gramas (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al.,, 2001),
sendo um procedimento relativamente seguro em aves pesando pelo menos 250
gramas (KOLLIAS, 1984).

Em aves, o l6bulo direito é preferido por causa de seu tamanho
maior, mas isso aumenta o risco de perfuracdo da vesicula biliar em espécies
que a apresentam (JAENSCH, 2000). Dentre os riscos inerentes a realiza¢éo da
biopsia hepatica estdo: hemorragia grave, perfuracédo de 6rgdos internos, asfixia

secundaria ao vazamento de liquido livre no celoma em sacos aéreos rompidos
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latrogenicamente e riscos anestésicos em pacientes clinicamente
comprometidos (GRUNKEMEYER, 2010).

Previamente a realizacdo de uma bidpsia hepatica, recomenda-se
administrar vitamina Kz (1 a 2mg/kg) entre 24 e 48 horas antes do procedimento,
como método profilatico contra possiveis hemorragias em consequéncia da
deficiéncia da mesma (KOLLIAS, 1984; KRAUTWALD-JUNGHANNS et al.,
2001).

O exame de citopatologia por agulha fina (CAF) constitui em um
procedimento menos invasivo e pode ser realizada guiada por ultrassom
(NORDERBERG et al., 2000; RADEMACHER et al., 2012). Essa técnica fornece
uma amostragem de tecido com risco minimo para a coleta do tecido suspeito
dentro da cavidade corporal, podendo ser realizada em animais conscientes ou
sedados, dependendo do temperamento e da condicdo clinica do paciente
(RADEMACHER et al., 2012).

A CAF guiada por ultrassom na medicina de animais silvestres e
exoticos mostrou-se segura e efetiva em pequenos mamiferos, aves e répteis
(RAMIRO et al., 1993; NORDERBERG et al., 2000; HAUPTMAN et al., 2001). A
vantagem desta técnica diagndstica é que os testes de coagulacdo geralmente
nao sdo necessarios, a menos que o hemograma ou a condi¢cdo clinica do

paciente sugiram uma coagulopatia (RADEMACHER et al., 2012).

Nordberg et al. (2000) realizaram um estudo em que 27 papagaios
sadios do género Amazona foram submetidos a CAF guiada por ultrassom, a fim
de avaliar a viabilidade da realizac&o da técnica usando diferentes métodos para
a coleta de material. De acordo com o estudo as amostras de melhor qualidade
(baixa hemodiluicdo e alto numero e qualidade de células hepéticas) foram
obtidas inserindo superficialmente a agulha no parénquima hepatico repetidas
vezes rapidamente enquanto o minimo de aspiracdo por suc¢ao era aplicado.
Apoés a coleta de amostra, foi realizado exame ultrassonografico do figado no
qual néo foi detectada hemorragia em nenhum dos papagaios, assim como néo

houve mortalidade ou morbidade.

A realizacdo do exame citopatoldgico hepatico na rotina veterinaria
de pequenos animais esta se expandindo devido sua rapidez de diagndstico,

simplicidade da técnica e por se tratar de um procedimento menos invasivo, em
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comparacdo a bidpsia (TEIXEIRA e LAGOS, 2007). Além de possibilitar a
identificacdo das alteracbes hepatocelulares com base nas caracteristicas
dessas células (CAMPBELL e GRANT, 2022).

Dessa forma, a busca por métodos nao invasivos para a avaliagao
hepética sdo um importante campo de pesquisa em crescimento (CUI et al.,
2003; BARR et al., 2015).

3.4.3 Exames radiografico e ultrassonogréfico

Técnicas por imagem sdo particularmente importantes para o
diagnéstico de doencas nas aves (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2011).
Elas fornecem muitas informacfes sobre o tamanho, forma e estrutura dos
orgdos internos e dao suporte a interpretacdo de resultados clinicos e
laboratoriais (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010).

Nos exames radiograficos aviarios os sacos aéreos proporcionam
um contraste negativo permitindo a diferenciacdo da silhueta dos 6rgédos
celomaticos (MCMILLAN, 1994; PEES, 2008; KRAUTWALD-JUNGHANNS et
al., 2011; NAGUIB, 2017). Devido aos tamanhos relativamente pequenos de
diversas espécies, sao rotineiramente realizados exames radiograficos do corpo
inteiro, permitindo em uma Unica imagem a avaliacdo conjunta da cavidade

celomatica e do sistema esquelético (ARNUAT, 2006).

O exame radiografico adequado é aquele que permite a obtencao
de pelo menos duas proje¢cdes em planos ortogonais (por exemplo, lateral e
ventrodorsal) com a menor sobreposicdo possivel de estruturas na area de
interesse (PRAES, 2013). No entanto, o conhecimento da anatomia radiografica
normal é fundamental para a interpretacdo correta dos exames de imagem
(SMITH et al., 1990)

Para a realizacdo da proje¢do ventrodorsal, a ave é posicionada
em decubito dorsal com ambas as patas estendidas caudalmente e asas
lateralmente ao corpo para evitar sobreposicdo (KRAUTWALD-JUNGHANNS et
al., 2011). Para a projecéo lateral a ave deve ser posicionada em decubito lateral

direito com os membros pélvicos esticados caudalmente e o0s toracicos
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estendidos dorsalmente (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2011; STANFORD,
2017).

Em varias espécies de aves, principalmente em papagaios, a
silhueta cardiaca juntamente com a hepatica forma uma ampulheta. O figado é
melhor avaliado na projecéo ventrodorsal, junto ao coragao, através da avaliacao
desta forma de ampulheta (FARROW, 2009; KRAUTWALD-JUNGHANNS e
PEES, 2010; KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 201la; CROSTA et al.,
2018).

Em condi¢des fisiologicas, na projecdo ventrodorsal, a silhueta
hepatica normalmente ndo se estende além das linhas imaginarias que unem o
coracoide e o acetdbulo bilateralmente, e quando aumentado ultrapassa essa
delimitacdo (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011a; PINTO et al., 2017).

Porém, dentre as limitacdes da avaliacdo hepética na projecao
ventrodorsal esta a sobreposicéo do proventriculo com o lobo hepéatico esquerdo
(HARCOURT-BROWN, 2005). Se a ave estiver com o proventriculo repleto ou
com aumento patolégico torna-se dificil saber se o figado esta aumentando ou
nao nesta regido (HARCOURT-BROWN, 2005; CROSTA et al., 2018).

Segundo MCMILLAN (1994) a largura da silhueta hepatica pode
ser avaliada através de mensuracdes na projecao ventrodorsal. Onde, primeiro
€ mensurada, a partir da regido anatdmica do apice cardiaco, a distancia entre
o0 esterno e o limite do gradil costal direito (distancia esterno/costela) (medida C-
D na Fig. 1). A medida obtida deve ser dividida por dois e o valor resultante é a
estimativa do tamanho normal esperado da silhueta hepatica direita. Depois é
realizada a mensuracédo da largura direta da silhueta hepética. A mensuracao é
realizada a partir da mesma regido de encontro do apice cardiaco com o esterno
até a borda direta da silhueta hepatica (medida A-B na Fig. 1). Se a medi¢éo do
tamanho da silhueta hepatica direita for maior que o valor esperado obtido pela
distancia esterno/costela dividido por dois, o figado é considerado aumentado. E

se for menor, é considerado reduzido.
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Figura 1. Projecdo radiografica ventrodorsal com esquema das mensuracbes
realizadas para a avaliagdo da silhueta hepética. A-B: largura cintura da ampulheta
cardiohepdtica; C-D: largura da silhueta hepética em sua maior dimenséo; E-F: largura
hepética direita. Fonte: SANCHES et al., 2023.

O aumento hepatico é facilmente demonstrado em radiografias
ventrodorsais, sendo a hepatomegalia um achado de alteragcdo comum em aves
(KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010). As identificacbes de
hepatomegalia na projecdo lateral sGo menos consistentes, porque nesta
projecao o figado s6 pode ser diferenciado dos 6rgaos circundantes por meio do
uso de contraste (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001).

No entanto, de modo geral, na projecao lateral o figado ndo deve
ultrapassar o esterno (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001; PINTO, 2017,
CROSTA et al.,, 2018). Ja diminuicdo do volume da silhueta hepatica
(microhepatia) e a assimetria hepatica ocorrem com menos frequéncia que a
hepatomegalia (PINTO, 2017).

Apesar de existirem diferentes métodos conhecidos para serem
obtidas mensuracdes da silhueta hepatica, existem poucos dados disponiveis na
literatura a respeito de intervalos de referéncia para essas medidas radiograficas
dentre as diferentes espécies de aves (GEERINCKX, et al., 2019).
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Estudos radiograficos com dados numéricos de largura hepatica,
largura da silhueta cardiohepatica ou com a relacéo proposta por MCMILLAN
(1994) foram feitos apenas com algumas espécies aviarias, tais como
Cyanopsitta spixii (RETTMER, et al., 2011), Falco rusticolus e hibridos de Falco
rustico lus com Falco peregrinus (CALIENDO et al., 2016) e Psittacus erithacus
(ZOLLER et al., 2019). O conhecimento desses parametros é de grande
interesse, devido ao fato de os disturbios hepaticos em aves serem dificeis de
diagnosticar (GEERINCKX, et al., 2019).

Doencas infecciosas e metabdlicas frequentemente causam
aumento simétrico da silhueta hepatica, sendo as mais frequentes, enquanto
neoplasias e doencgas granulomatosas promovam aumento assimétrico (PINTO,
2017). A hepatomegalia também pode estar associada com neoplasias,
processos inflamatorios e lipidose, e a microhepatia é atribuivel a fibrose
hepéatica em estagio final, mas em algumas aves ocorre sem 0O Processo
patolégico aparente (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011a). Sugere-se
que isso esta associado a aves com dietas inadequadas ou baseadas em
sementes (DAVIES, 2000).

O exame radiografico nado possibilita um esclarecimento
complementar, pois para diferenciar uma massa neoplasica de um aumento de
figado causado por outra etiologia sdo necessarios o exame ultrassonografico e
a coleta de material histologico ou citolégico (NORDBERG et al., 2000). O exame
ultrassonogréafico proporciona mais informacfes, principalmente no que diz
respeito a estrutura interna, ou seja, o parénquima do 6rgdo (KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2010). A ecotextura fisiolégica do figado € homogénea,
delicadamente granulada e com média ecogenicidade (Figura 2), com sua
estrutura interna interrompida por vasos sanguineos, 0S quais seguem
transversal e longitudinalmente (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001;
HOCHLEITHNER, 2006; KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010).
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Figura 2. Imagem ultrassonografica modo B do figado de papagaio
verdadeiro (Amazona aestiva) em corte transversal. E possivel
observar o paréngquima grosseiro e identificar os lobos hepéticos
direito (D) e esquerdo (E) e o coracéo (C). Fonte: SANCHES, 2023.

Existem trés janelas acuUsticas para abordar as visceras
celomaticas do paciente aviario: (1) a abordagem cranioventral, na linha média,
caudal ao esterno; (2) a abordagem caudoventral, entre 0s 0ssos pubicos; e (3)
a abordagem lateral, na area do flanco diretamente atras da dltima costela de
cada lado (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011b). Embora nem sempre
seja necessario, o ideal seria realizar jejum de 2 a 4 horas antes do exame
(HELMER, 2005), pois o trato gastrointestinal pode prejudicar a avaliagado devido
as sombras acusticas ou reverberacdo que os gases causam (AUGUSTO e
HILDEBRANDT, 2014).

O exame ultrassonografico permite a avaliagdo da estrutura interna
dos 6rgaos, possibilitando a observacédo da extensdo, gravidade e a evolucao
das doencas hepaticas (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001). Alteracdes do
parénquima tais como neoplasia, cisto, inflamacédo, congestdo ou degeneracao
gordurosa podem ser sugeridas pelo exame ultrassonografico (KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2011a; AUGUSTO e HILDEBRANDT, 2014).
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Em estudo ultrassonografico hepéatico de tucanos toco
(Ramphastos toco) realizado por Silva et al. (2019), foi possivel caracterizar os
contornos hepéticos, as caracteristicas do parénquima (ecotextura,
ecogenicidade), evidenciar as paredes dos vasos portais e avaliar a vesicula
biliar, demonstrando o quanto o exame ultrassonografico € elucidativo para

espécies aviarias.

Em aves, a vesicula biliar repleta é facilmente reconhecida
ultrassonograficamente como uma estrutura de arredondada a oval no interior
do parénquima hepatico (HOCHLEITHNER, 2006; KRAUTWALD-JUNGHANNS
et al.,, 2017). Normalmente, € observada como um 06rgao liso e nitidamente
definido, com paredes finas, de reflexo intenso e conteldo anecogénico
(KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011b). Alguns vasos maiores, como a
veia porta direita e a artéria hepatica direita, podem ser vistos juntos a vesicula
biliar. Na maior parte dos psitaciformes e dos columbiformes a vesicula biliar esta
ausente (HOCHLEITHNER, 2006; KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010).

Basicamente, a ultrassonografia pode diferenciar ndo apenas as
mudancgas dentro do parénquima hepético (por exemplo, difusas ou focais) e seu
tamanho, mas também mudancas na forma e no sistema venoso hepatico
(GRUNKEMEYER, 2010). Assim como acontece em espécies de mamiferos, a
imagem ultrassonogréfica de um figado gorduroso em aves é caracterizada por
aumento da ecogenicidade (ou seja, alteracdes difusas no parénquima hepatico)
e hepatomegalia (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011a; AUGUSTO e
HILDEBRANDT, 2014).

A infiltracdo gordurosa, que causa o aumento da ecogenicidade do
figado, € comumente observada em psitacideos sob cuidados humanos em
instituicbes zooldgicas ou em residéncias e, geralmente, é ocasionada por dieta
nao equilibrada ou com alto valor energético, associado a restricdo de exercicios
(AUGUSTO, 2007).

Um diagnostico etiolégico exato da causa da doenca, no entanto,
nao é possivel apenas com o auxilio do ultrassom, mas é um método que facilita
medidas diagndsticas adicionais como puncdo para colheita de biopsia
(GRUNKEMEYER, 2010). Estudos ultrassonograficos também permitem um
diagnostico rapido e confiavel quanto a presenca de liquido livre na cavidade
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celomatica, enquanto estudos radiograficos apenas mostram sombras difusas
nesses casos (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001).

3.4.4 Elastografia

Dentro da ultrassonografia diagnostica, um método novo e nao
invasivo para o estadiamento da doenca hepatica crénica tem sido desenvolvido
para reduzir o numero de bidpsias. A elastografia tornou-se um procedimento
amplamente aplicado para a detecc¢éo de fibrose hepatica, em medicina humana,
sendo um procedimento mais confortavel e sem riscos para o paciente do que a
biopsia (RIFAI et al., 2011).

A elastografia, ou imagem de elasticidade, € uma modalidade de
imagem de ultrassom que pode fornecer informacado clinicamente Gtil sobre a
rigidez tecidual (BARR, 2017). Essa técnica utiliza a elasticidade alterada dos
tecidos moles em varias doencas para produzir informacdes qualitativas e
quantitativas, que podem ser utilizadas para fins diagnésticos (SIGRIST et al.,
2017).

A rigidez tecidual é estimada pela propriedade fisica denominada
Moédulo de Young (E), uma proporcionalidade constante que relaciona uma forca
aplicada por unidade de area (estresse) com a mudanca relativa resultante na
dimensao do tecido (tensdo), e os métodos de elastografia por ultrassom podem
ser divididos em duas categorias: quase-estéticas, ou de tensao, e dinamica, ou
ondas de cisalhamento (OZTURK et al., 2018).

Dentre as diferentes técnicas de elastografia que possibilitam a
avaliacao, de forma nédo invasiva, do tecido hepatico com base na rigidez tecidual
estdo: elastografia transitoria (Transiente Elastography - TE); elastografia de
quantificacao pontual por onda de cisalhamento (point Shear Wave elastography
- pPSWE); elastografia bidimensional por onda de cisalhamento (two-dimensional
Shear Wave elastography - 2D-SWE) e elastografia por ressonancia magnética
(elastography magnetic resonance - EMR) (SPOREA et al., 2013; JUNIOR et al.,
2020). Ambas as elastografia pSWE e 2D-SWE envolvem o uso da tecnologia
denominada Impulso de Forca de Radiacao Acustica (Acoustic Radiation Force
Impulse - ARFI) (BARR et al., 2015).
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A ARFI produz uma forca mecéanica capaz de gerar ondas de
cisalhamento nos tecidos avaliados (BARR, 2017). E um método capaz de
quantificar as propriedades mecanicas do tecido, pois afere a velocidade de
propagacédo da onda de cisalhamento induzida pela radiagédo acustica através do
mesmo (FRULIO e TRILLAUD, 2013).

Segundo BARR (2017) as ondas de cisalhamento se propagam no
tecido de forma semelhante a uma pedra arremessada em um lago. Nessa
analogia, as ondas de cisalhamento séo representadas pelas ondulagdées na
agua, enquanto a pedra atua como a forca aplicada, que é produzida pelos
pulsos da ARFI.

A velocidade da onda de cisalhamento é estimada através do
movimento tecidual em sua resposta com o uso de ultrassom em modo B (BARR,
2017). A afericdo € expressa em metros por segundo (m/s), que representa a
velocidade da onda de cisalhamento percorrendo perpendicularmente a sua
fonte de origem (FRULIO e TRILLAUD, 2013). A velocidade varia de acordo com
arigidez tecidual, sendo assim, tem velocidade mais lenta em tecidos mais moles

e mais rapidas em tecidos mais rigidos (BARR, 2017).

A elastografia por Shear Wave (SWE) utiliza um software
especifico acoplado ao aparelho de ultrassonografia tradicional para a realizacao
do exame (SCHMILLEVITCH e GORSKI, 2013). A imagem projetada na tela do
ultrassom em modo B, possibilita a visualiza¢éo do 6rgdo e a escolha da regiao
de interesse (region of interest — ROI) e para a aquisicdo dos valores de
velocidade das ondas de cisalhamento (JUNIOR et al., 2020). Por meio do
transdutor sdo emitidos pulsos acusticos que geram ondas de cisalhamento na
ROI e a0 mesmo tempo, pulsos de captacdo sdo também sdo emitidos pelo
transdutor para avaliar em metros por segundo (m/s) a rigidez tecidual (SPOREA
et al., 2013).

Ja a elastografia por 2D Shear Wave funciona da mesma forma,
mas possibilita avaliar uma ROI maior e realiza a propagacédo das ondas em
profundidades crescentes no tecido detectando o tempo de chegada da onda de
cisalhamento em multiplos locais laterais a regido de incidéncia (CARVALHO et
al., 2015). Isso permite a geracao de elastograma de acordo com o modulo de
Young do tecido (kPa ou m/s) em tempo real (JUNIOR et al., 2020).
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Diversos estudos em pacientes humanos portadores de fibrose
hepéatica demonstraram que a velocidade das ondas de cisalhamento possui
correlacdo com os estagios da fibrose hepatica, assim a elastografia por Shear
Wave é amplamente aplicada como método diagndstico para prever o

estadiamento da fibrose hepatica em humanos (TAMURA et al., 2019).

Na medicina veterinaria, os estudos utilizando a técnica de
elastografia s@o recentes e baseiam-se na padronizacdo de valores de
referéncia em diferentes tecidos como baco, figado, rins e prostata de cées e
gatos; e também para avaliacdo de neoplasias mamarias em cadelas
(FERNANDEZ et al., 2017).

A investigacao da rigidez hepatica por meio da elastografia ja foi
descrita em cées, gatos e coelhos. Nestes estudos diferentes técnicas foram
utilizadas como a elastografia de transicao, elastografia point Shear Wave e
elastografia 2D Shear Wave (QIU et al., 2018; TAMURA et al., 2019; KIM et al.,
2020; PARK et al.,, 2021; CHA et al., 2022; PONAMAREV et al., 2022;
PUCCINELLI, 2022).

No estudo conduzido por Tamura et al. (2019) com elastografia 2D
Shear Wave, caes com fibrose hepatica clinicamente relevante (classificacdo
>F2) demonstraram achados elastograficos maiores em comparacao a cdes sem
fibrose hepética de relevancia clinica (classificacdo FO-1), semelhantes aos

encontrados em pacientes humanos.

A elastografia 2D Shear Wave é uma técnica que possibilita a
avaliacdo do tecido hepatico como um todo. Sua técnica € simples, segura, e
néo invasiva (BARR, et al., 2015). Podendo ser realizada com o animal sedado
ou acordado (QIU, et al. 2018; TAMURA, et al., 2019), sendo a Unica exigéncia
a realizacao de jejum prévio para melhor visualizacdo hepéatica e diminuicdo de

artefatos gerados pelo trato gastrointestinal (BARR et al., 2020).

O uso da elastografia tem amplo potencial clinico nas areas de
diagnostico e monitoramento (PALMERI e NIGHTINGALE, 2011). Na medicina
humana, estudos demonstram sua utilidade na caracterizacdo de neoplasias

(mama, prostata, figado e tireoide), estadiamento da fibrose hepéatica de forma
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nao invasiva, avaliacdo de coagulos venosos, visualizacdo de inflamacéo e
cicatrizacao tecidual (PALMERI e NIGHTINGALE, 2011).

Estes sdo alguns exemplos das possibilidades que os métodos
elastograficos podem oferecer para as aplicacbes clinicas na medicina

veterinaria nos préoximos anos (CARVALHO et al., 2015).
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Artigo 1. Exame Ultrassonografico e Elastografia 2D Shear Wave em
figado de papagaios-verdadeiros (Amazonas aestiva) higidos

Thatiana Felix Sanches?, Maria Jaqueline Mamprim?, Jeana Pereira da Silva?,
Alexandre BattazzaP, Sheila Canevese Rahal?

2Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp — Campus Botucatu/SP, Brasil
bLaboratdrio de Patologia Veterinaria ObjetivaVet — Botucatu/SP, Brasil

Resumo
O diagnoéstico de doencas hepéticas em psitacideos pode ser dificil, pois os

sinais clinicos sao inespecificos, nesse sentido a elastografia 2D Shear Wave
tem sido empregada em humanos para deteccao das alteracées hepéaticas como
um método substituto as bidpsias. Este estudo teve por objetivo realizar
mensuracOes elastograficas 2D Shear Wave do parénquima hepatico de
papagaios verdadeiros, considerados higidos por meio do exame clinico e
avaliacao de citopatologia por agulha fina do parénquima. Foram realizadas a
avaliacao ultrassonografica hepatica modo B e as mensuracdes das velocidades
das ondas de cisalhamento em m/s em 10 papagaios submetidos a jejum de 3
horas e posterior sedacdo. Ultrassonograficamente ao modo B foi possivel
diferenciar os dois lobos hepaticos direito e esquerdo, sendo o lobo direito maior
em relacdo ao esquerdo. O parénquima hepatico mostrou-se de ecotextura
grosseira, com ecogenicidade média e margens regulares. Dentre os valores
obtidos no exame de elastografia 2D-SW foram encontradas as seguintes
médias: 1,47 m/s e 6,55 kPa, com os intervalos de confianca de 95% de 1,36 a
1,59 m/s e 5,55 a 7,56 kPA. A elastografia se mostrou um método diagnéstico
factivel e promissor para a avaliacdo hepatica em papagaios verdadeiros,
podendo postergar a realizacdo de meétodos invasivos, tais como bidpsias, para

o diagnostico de hepatopatias.

Palavras-chave: ultrassonografia, psitacideos, citopatologia aspirativa,
elastograma hepatico

1. Introducéo
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O diagndstico de doencas hepaticas em psitacideos pode ser dificil,
pois os sinais clinicos sao inespecificos e, frequentemente, as manifestacoes
clinicas de insuficiéncia hepatica ndo ocorrem até o estagio final da doenca
(HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005; REAVILL e LENNOX, 2007).

As modalidades de exames por imagem sao particularmente
importantes para o diagnéstico de doencas nas aves (PEES, 2013), pois elas
fornecem muitas informac8es quanto ao tamanho, forma e estrutura dos 6rgaos
internos e dao suporte a interpretacdo de resultados clinicos e laboratoriais
(KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010).

O exame ultrassonografico permite a avaliacdo da estrutura interna
dos Orgdos, possibilitando a observacdo da extensdo, gravidade e
desenvolvimento de doencas hepéticas (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al.,
2001). Algumas alteracdes do parénquima hepético podem ser determinadas
pelo exame ultrassonografico e dentre essas podemos observar neoplasia, cisto,
inflamacéo, congestdo ou degradacao gordurosa (KRAUTWALD-JUNGHANNS
e PEES, 2011; AUGUSTO e HILDEBRANDT, 2014).

No entanto, a bidpsia hepatica € frequentemente o padrdo ouro
para diagnosticar de forma definitiva e caracterizar adequadamente a doenca
hepatica, pois possibilita a classificacdo do estagio da fibrose e também permite
a observacdo, quando presente, de esteatose, necrose e atividade inflamatéria
(GRUNKEMEYER, 2010; BARR et al.,, 2015). Porém, trata-se de um
procedimento invasivo e, apesar de baixo, ha o risco de complicacdes graves,

como hemorragia (RIFAI et al., 2011).

Por outro lado, a citopatologia por agulha fina (CAF) guiada por
ultrassom fornece uma técnica de amostragem com risco minimo para a coleta
do tecido suspeito dentro da cavidade corporal (NORDERBERG et al., 2000;
RADEMACHER et al., 2012). Pode ser realizada em animais conscientes ou
sedados, dependendo do temperamento e da condi¢cdo clinica do paciente
(RADEMACHER et al., 2012).

Devido aos riscos dos métodos diagndsticos invasivos um método
Nnovo e nao invasivo para o estadiamento da doenca hepética crénica tem sido
desenvolvido para reduzir o nimero de biopsias, a elastografia, que se tornou

um procedimento amplamente aplicado para a deteccéo de fibrose hepética em
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medicina humana, sendo um procedimento mais confortavel e sem riscos para

0 paciente quando comparado a biopsia (RIFAI et al., 2011).

Diversos estudos em pacientes humanos portadores de fibrose
hepéatica demonstraram que a velocidade das ondas de cisalhamento possui
correlacdo com os estagios da fibrose hepatica, assim a elastografia por Shear
Wave é amplamente aplicada como método diagndstico para prever o

estadiamento da fibrose hepéatica em humanos (TAMURA et al., 2019).

Na medicina veterinaria, os estudos utlizando a técnica de
elastografia sédo recentes e baseiam-se na obtencéo de valores de referéncia em
diferentes tecidos como baco, figado, rins e prostata de caes e gatos; e também

para avaliacdo de neoplasias mamarias em cadelas (FERNANDEZ et al., 2017).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi obter referéncias de
normalidade na elastografia 2D Shear Wave do figado de papagaios higidos, a
fim de possibilitar a utilizacdo desse método néo invasivo para diagnostico de

fibrose hepatica nesta espécie.

2. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” (FMVZ-Unesp) sob o nimero
CEUA 0079/2021, e também obteve autorizacéo pelo Sistema de Autorizacdo e

Informacao em Biodiversidade (SISBIO) sob o0 niUmero 78644-1.

Foram avaliados 32 papagaios verdadeiros (Amazona aestiva) e
somente entraram para 0 estudo as 10 aves que apresentaram o exame de
citopatologia hepética sem alteracdes. Os papagaios verdadeiros estavam
alocados no Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (Cempas) do
Hospital Veterinario, pertencente a FMVZ-Unesp. As aves, foram provenientes
de apreensao onde eram mantidas em cativeiro de forma ilegal, portanto foram
submetidas a diferentes tipos de manejo ambiental e alimentar. Durante a
permanéncia no CEMPAS, as aves foram mantidas em recinto coletivo amplo

com acesso a solério, alimentadas com racéo extrusada, frutas e agua ad libitum.
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Todas as aves eram adultas, com peso médio de 382 gramas e Ssexo

indeterminado.

No dia anterior a realizacdo do estudo as aves foram
acondicionadas em gaiolas individuais, para que cada individuo pudesse ser
avaliado separadamente, e receberam suplementacéo de 2,5mg/kg de vitamina
K1 (fitomenadiona) pela via intramuscular visando minimizar a ocorréncia de
hemorragias durante a realizacdo da CAF, de acordo com o sugerido por Kollias
(1984) e Krautwald-Junghanns et al. (2001).

No dia do estudo, a contencéo fisica foi realizada manualmente
para a pesagem e aplicacdo da medicacdo sedativa composta por 30mg/kg de
cetamina e 5mg/kg midazolam pela via intramuscular, e também 0,2mg/kg de
cetoprofeno e 5mg/kg cloridrato de tramadol por via oral como analgésicos
devido a realizacdo da CAF. A escolha da via oral como via de administracao
teve como objetivo facilitar a administracdo desses farmacos no dia seguinte aos

procedimentos.

Exame ultrassonografico

As aves foram submetidas somente a jejum alimentar prévio de trés
horas, para realizagéo da sedacéo, a fim de impedir a interferéncia de contetdo
alimentar e gases intestinais na obtencdo das imagens ultrassonograficas e

evitar falsos positivos na elastografia.

O exame ultrassonografico do celoma foi realizado com a ave em
decubito dorsal e equipamento LOGIQ® S8 (GE Healthcare, Korea) com
transdutor linear de 8,5 a 10 Hz acoplado a ave na regido caudal ao esterno. A
plumagem da regido caudal ao esterno e cranial a abertura da cloaca foi
umedecida e afastada com alcool isopropilico 1:1 diluido em agua para promover
a exposicao da pele, e evitar artefato de gas. Para obtencdo das imagens foi
utilizado gel ultrassonografico como meio de contato entre o transdutor e a pele

da ave.

No ultrassom modo B, foram realizadas as imagens do figado nos
cortes transversal e longitudinal para a avaliacdo do parénquima, descrevendo

a ecogenicidade e ecotextura. A pré-avaliacao ultrassonografica compde o pré-
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requisito para uma analise mais fidedigna da elastografia 2D Shear Wave (BARR
et al 2020). A area de interesse (ROI) foi posicionada no lobo direito hepatico
com a caixa de mensuracdo em uma profundidade de 1cm abaixo da cdpsula
hepética (BARR et al 2020).

Com este equipamento também foi realizada a elastografia
ultrassonogréfica 2D Shear Wave sendo avaliada a rigidez hepatica por meio de
12 mensurag¢des em quilopascal (kPa) e metros por segundo (m/s) em cada ROI
no lobo hepético direito de cada ave. Destas 12 mensuracdes foram
desconsideradas duas com valores extremos, a fim de garantir o critério de

confiabilidade para os valores de IQR/M <30% para as medidas em kPa e IQR/M
<15% para as medidas em m/s (BARR et al., 2020).

Citopatologia por agulha fina - CAF

As amostras citopatoldgicas foram coletadas no lobo direito
hepatico devido seu maior tamanho em relacdo ao lobo esquerdo, segundo
sugerido por Jaensch (2000) e na regiao escolhida como ROI para a elastografia.

A CAF guiada por ultrassom foi realizada com agulha 24G %" por
capilaridade com movimentos rapidos e repetidos de “vai e vem” em diferentes
direcbes. O material coletado foi depositado em lamina de vidro e o esfregaco
citologico realizado com a técnica de squash. Os esfregacos citologicos foram
submetidos a Coloracédo Panético® Rapido (Laborclin, Brasil), de acordo com as
orientacGes da bula do produto. Os esfregacos citoldégicos foram analisados por

dois patologistas experientes.

Nos primeiros minutos apos a realizacdo da CAF as aves foram
acompanhadas ultrassonograficamente para avaliagdo da presenc¢a ou auséncia
de complicac6es hemorragicas em decorréncia do procedimento. Diante da nédo
ocorréncia de complicacdes as aves foram alocadas individualmente em caixas
de transporte, sob aquecimento, para acompanhamento da recuperacdo da

sedacéao.

Quando as aves ja conseguiam manter-se em estacéo e empoleirar
retornaram para as gaiolas individuais e foram mantidas até o dia seguinte para

ficarem sob observacdo. No dia seguinte foram avaliadas quanto ao seu estado
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geral e antes de serem devolvidas ao recinto coletivo receberam mais uma dose

analgésica de cetoprofeno e cloridrato de tramadol por via oral.

Andalise estatistica:

As andlises estatisticas foram executadas com o software SAS®
Studio. Todos os dados foram avaliados quanto ao seu padrao de normalidade
com o teste de Shapiro-Wilk. Para os valores obtidos nas mensuragdes
elastogréaficas foram determinadas as médias, desvios padrdes, valores minimos

e maximos com intervalos de confianca de 95%.

3. Resultados

Ao exame ultrassonografico modo B os figados dos papagaios
verdadeiros, foram localizados na regido médio-ventral da cavidade, com a face
cranial em intimo contato com o apice cardiaco e a face caudal com o ventriculo,
e apresentaram contornos regulares e definidos. Foi possivel diferenciar dois
lobos hepaticos sendo o direito maior em relagdo ao esquerdo. O parénquima
hepatico se mostrou homogéneo com ecotextura grosseira e ecogenicidade
média (Figura 1), sendo interrompido pelos vasos hepaticos caracterizados por
estruturas anecoicas. A vesicula biliar ndo foi caracterizada, pois € ausente nesta

espécie.

Nado foram observadas complicacbes hemorragicas em
decorréncia da realizagdo da CAF e todas as aves apresentaram boa
recuperacao apos o procedimento. As amostras de tecido obtidas pela CAF
foram compostas por hepatécitos, células de ductos e células inflamatérias que
possibilitaram a avaliacdo citopatolégica e a presenca ou auséncia de
alteracdes. Porém, foram encontrados fatores limitantes tais como alteractes
anatdomicas (lordose) e presenca de conteudo em trato gastrointestinal que
impossibilitaram a realizacdo do procedimento. Outro fator limitante foi a
ocorréncia de amostras com celularidade insuficiente para que a avaliacdo

citopatoldgica pudesse ser efetuada.
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A presenca de alteragbes como microvacuolizacées,
macrovacuoliza¢cdes e pigmentos basofilicos intracitoplasmaticos, assim como a
impossibilidade da realizagdo da CAF devido aos fatores limitantes citados e
amostras com celularidade insuficientes constituiram os fatores excludentes
para que apenas 10 aves fossem classificadas como sem alteracdes citoldgicas
hepéaticas e inclusas nos resultados finais obtidos nas mensuractes

elastograficas.

Os resultados das mensuragbes efetuadas na elastografia
encontram-se na tabela 1, seguindo o teste de Shapiro-Wilk todas as variaveis

estudadas possuem distribuicdo normal (p > 0,05). A figura 2 ilustra localizacao

da obtencao das imagens e dados da elastografia 2D Shear Wave.

Figura 1. Imagem ultrassonografica modo B do figado de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva) em corte transversal. E possivel observar o parénquima grosseiro e
identificar os lobos hepaticos direito (D) e esquerdo (E). Note o intimo contato do apice
cardiaco (a) com os lobos hepaticos, (C) coracao.

Figura 2. Imagem Ultrassonografica 2D Shear Wave do figado de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva). A. Imagem ultrassonografica MODO B do lobo direito hepéatico. B.
Realizacdo das mensuracdes na ROI.
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Tabela 1. Valores obtidos das mensuracdes realizadas por meio da elastografia
2D Shear Wave em figado de papagaios verdadeiros higidos.

Mensuracgdes o _ Intervalo de
- Média Desvio padrao .
elastograficas confianca de 95%
Velocidade (m/s) 1,47 +0,16 1,36 a 1,59
Kilopascal (kPa) 6,55 +1,40 5,55a 7,56

4. Discussao

Com o propdsito de gerar dados ultrassonograficos de ecotextura,
ecogenicidade e elastogréaficos de papagaios verdadeiros, esse estudo realizou
0s exames de imagem em um grupo de aves com exame de citopatologia por
agulha fina com resultados celulares dentro dos padrdes de normalidade e

também sem a presenca de sinais clinicos.

A CAF mostrou-se um método seguro para ser realizado em
papagaios, pois ndo foram observadas complicagdes hemorragicas e as aves
apresentaram boa recuperacdo logo apos o procedimento. A escolha da CAF
como método diagnostico teve como base o fato de ser um exame que se
aproxima do “padrao ouro” (bidpsia hepatica), por ser uma técnica de menor risco
e possuir alta eficacia na avaliacdo e identificacdo das alteracdes
hepatocelulares (TEIXEIRA e LAGOS, 2007; ADALI et al., 2020).

Dentre os riscos inerentes a realizacdo da bidpsia hepatica esta a
hemorragia grave (GRUNKEMEYER, 2010), mas as pequenas hemorragias ja
podem causar graves comprometimentos em pacientes pequenos (BOWLES et
al., 2005). Portanto, devido ao baixo risco hemorragico observado em estudos
anteriores (NORDBERG et al., 2000) e neste estudo, a utilizagdo da CAF como
exame para deteccao de alteracfes citologicas hepéticas pode ser considerada

de grande valia em papagaios do género Amazona.

Embora, a realizacdo do exame citopatolégico hepatico seja
empregado na rotina veterinaria de pequenos animais devido sua rapidez de

diagnostico, simplicidade da técnica e por se tratar de um procedimento menos
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invasivo, em comparacao a biopsia (TEIXEIRA e LAGOS, 2007); neste estudo
foram encontrados fatores limitantes para o procedimento como variacdes
anatébmicas (lordose) e conteldo em trato gastrointestinal que dificultaram a
visualizagdo hepética adequada para execucdo da coleta de material com
seguranca. Outra limitacdo encontrada foi a ocorréncia de algumas amostras
que apresentaram celularidade insuficiente para uma avaliacdo concreta
(MEINKOTH et al., 2020).

Ao exame ultrassonografico, as aves utilizadas neste estudo,
apresentaram parénquima hepatico homogéneo, ecotextura grosseira e
ecogenicidade média, semelhante ao descrito em literatura como padrdo de
normalidade (MCMILLAN, 1994; KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011).
Observou-se também que pelas aves ndo possuirem diafragma a porgao cranial
dos lobos hepéticos envolvem ventralmente o apice cardiaco, ficando ambos os
orgaos em contato intimo assim como descrito anteriormente (NORDBERG et
al., 2000). O figado foi facilmente caracterizado ultrassonograficamente
(GARRET, 2016) e alteragcdes do parénquima tais como neoplasia, cisto,
inflamacdo, congestdao ou degeneracdo gordurosa nédo foram observadas,
embora ja descritas na literatura como possiveis de visualizacdo quando
presentes (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011; AUGUSTO e
HILDEBRANDT, 2014).

Neste estudo a mensuragédo exata do tamanho hepético ndo foi
factivel, uma vez que nao foi possivel delimitar exatamente os limites dos lobos
corroborando com as informacdes de que ultrassonograficamente nas aves a
determinacdo do tamanho hepatico € incerta, pois o 6rgdo é observado
parcialmente devido a sobreposicdo do trato gastrointestinal (KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2011). Nos exames realizados né&o se detectou
hepatomegalia nas aves, pois o figado € considerado aumentado quando
ultrapassa o limite caudal do esterno (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001;
KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2011).

A hepatite cronica ativa é uma doenca frequente na rotina clinica
de psitacideos, em particular nos papagaios do género Amazona (LEE et al.;
2011), mas devido a inespecificidade dos sinais clinicos, o diagndstico de
hepatopatias em psitacideos pode ser dificil e, (REAVILL e LENNOX, 2007)
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frequentemente, as manifestacdes clinicas de insuficiéncia hepatica sé ocorrem
em estagio avancado da doenca (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005).
Diante dessas limitacdes de sinais clinicos e diagndsticos se justificou e se
motivou a utilizagcdo da CAF para detectar também a auséncia de alteracdes

hepaticas.

A investigacdo da rigidez hepatica por meio da elastografia ja foi
descrita em cées, gatos e coelhos (QIU et al., 2018; TAMURA et al., 2019; KIM
et al., 2020). Em humanos a avaliacdo elastografica tem alcancado patamares
interessantes ao detectar a presenca ou ndo de fibrose e sua graduacéo, bem
como se mostra uma ferramenta que possibilita a avaliacdo de todo parénquima
hepatico (BARR et al., 2015). Por ser uma técnica segura e ndo invasiva (BARR
et al., 2020) e diante das dificuldades de deteccao de doenca hepéatica em aves
optou-se pela analise da elastografia nesse estudo, e os valores médios obtidos
da velocidade da onda de cisalhamento do parénquima hepatico com CAF sem
alteracdes de 1,47 m/s séo inferiores aos encontrados para o escore METAVIR
F>2 em humanos, para mensura¢cfes obtidas no mesmo equipamento utilizado

neste estudo (SILVA et al., 2020).

Assim como as diretrizes para a obtencao de valores elastogréaficos
hepaticos em humanos (BARR, et al., 2015), realizamos nesse estudo as
mensuragdes da velocidade da onda de cisalhamento do parénquima hepéatico
com as aves em jejum prévio, uma forma de obter dados mais fiéis com médias
semelhantes as de normalidade em humanos, pois em humanos valores
menores que 1,3m/s sdo altamente sugestivos de auséncia de hepatopatia e,
valores menores que 1,7m/s onde o paciente ndo apresenta sinais clinicos
descarta-se a presenca de hepatopatia cronica compensada (BARR et al., 2020).
Vale ressaltar que os valores de dureza do parénquima hepatico das aves foram
menores do que as médias obtidas em caes e gatos higidos (TAMURA et al.,
2019; KIM et al., 2020).

No presente estudo foi demonstrado que é possivel realizar a
elastografia 2D Shear Wave em papagaios verdadeiros e que essa técnica pode
ser utilizada para uma avaliacdo hepatica seriada dessas aves. Até o0 momento
0s autores ndo identificaram estudos realizados com elastografia para esta

espécie e também com nenhuma outra espécie aviaria, podendo assim ser um
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ponto de partida para a determinacéo de intervalos de referéncia da técnica para

papagaios verdadeiros sem alteracfes hepatica.

5. Concluséao

Diante dos achados ultrassonograficos modo B serem condizentes
com o descrito na literatura como normais em aves, e dos valores obtidos da
velocidade da onda de cisalhamento do parénquima hepatico terem sido
semelhantes aos obtidos em cdes e gatos com figados normais, podemos
concluir que a CAF se mostrou um exame seguro e funcional para assegurar a

higidez do figado em papagaios verdadeiros.

Os resultados obtidos na elastografia podem ser empregados como
referéncia de normalidade no parénquima hepatico de papagaios verdadeiros e
portanto, se mostra um método diagnostico promissor para a avaliagao hepética
em papagaios verdadeiros, ao exemplo das atuais pesquisas na medicina
humana, podendo atrasar a realizacdo de biopsia nesta espécie para a

monitoracado de hepatopatias.
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Resumo
Este estudo teve como objetivo obter valores de mensuragfes da silhueta

hepatica, na projecdo ventrodorsal, do exame radiografico de papagaios
verdadeiros selecionados por exames de citopatologia por agulha fina e
ultrassonografico sem alteracbes. Para as mensuracdes radiograficas da
silhueta hepética foi realizada a projecao ventrodorsal, seguindo as técnicas
descritas na literatura com outras espécies de aves. A média da largura da
silhueta hepética foi de 2,34 cm, e os maximo e minimo foram de 2,01 e 2,66 cm,
respectivamente, com intervalo de confianca de 95%. Valores esses
semelhantes aos obtidos nas avaliagcdes das ararinhas-azuis e menores do que
em falcdes hibridos. Para a largura da cintura da ampulheta cardiohepatica foi
encontrada a média de 1,63 cm, e valores minimo e maximo de 1,48 e 1,78 cm.
Embora o exame radiografico seja amplamente utilizado na rotina clinica aviaria,
ainda ha escassez de dados referentes a mensuracdes da silhueta hepatica em
papagaios verdadeiros, sendo a anadlise realizada de forma subjetiva com a
visualizagdo e interpretacdo da silhueta cardiohepética observador dependente.
Sendo assim, os valores aqui encontrados sdao uma sugestdo objetiva de
referéncia de normalidade para a avaliacéo radiografica hepatica quantitativa de

papagaios verdadeiros.

1. Introducéo

A radiologia € uma importante ferramenta diagndéstica na medicina
de aves, pois permite informacbes a respeito do tamanho, forma e
radiodensidade dos oO6rgdos celométicos (PEES, 2008). Nos exames
radiograficos das aves 0s sacos aéreos proporcionam um contraste negativo
permitindo a diferenciagéo da silhueta dos 6rgéos do celoma (MCMILLAN, 1994,
KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2011; PEES, 2008; NAGUIB, 2017), sendo
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essa caracteristica a razao de o exame radiografico ser a modalidade de imagem
mais utilizada em aves (PEES, 2008).

Para uma avaliacdo hepética usando métodos de diagndstico por
imagem, os exames radiograficos sdo o primeiro método a ser empregado para
investigar a presenca de anormalidades (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES,
2011), pois o0 aumento hepatico € facilmente demonstrado em radiografias, e a
hepatomegalia é um achado de alteracdo comum em aves (KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2010). Em varias espécies de aves, principalmente em
papagaios, a silhueta cardiaca juntamente com a hepatica forma uma ampulheta
(DONELEY, 2016; CROSTA et al., 2018), que é melhor avaliada na projecao
ventrodorsal (KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010; KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2011; CROSTA et al., 2018).

Apesar de ja existirem métodos conhecidos para serem obtidas
mensuracfes da silhueta hepatica, existem poucos dados disponiveis na
literatura a respeito de referéncia de normalidade para essas medidas
radiograficas dentre as diferentes espécies de aves (GEERINCKX et al., 2019).
Dessa forma, ha a necessidade de referéncias consistentes em relacdo a

anatomia radiogréafica das diferentes espécies de aves (SMITH et al., 1990).

Portanto, este estudo teve como objetivo realizar mensuracdes da
silhueta hepatica no exame radiogréfico de papagaios verdadeiros (Amazona
aestiva) com resultados de exames de citopatologia por agulha fina hepatica sem
alteracdes e sem sinais clinicos, com a finalidade de gerar dados a partir de aves

higidas para auxiliar na avaliacéo radiografica hepatica desta espécie.

2. Material e Métodos

Para que fosse conduzido este estudo obteve aprovacdo da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ-Unesp (nimero CEUA
0079/2021) e a autorizagdo do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) (nimero 78644-1).

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados dez papagaios

verdadeiros (Amazona aestiva) cuja avaliagdo clinica, dos exames de
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citopatologia por agulha fina e ultrassonografico ndo apresentaram alteracoes.
Esses animais fazem parte do plantel do Centro de Medicina e Pesquisa de
Animais Silvestres (Cempas) do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-Unesp. Todas as aves eram adultas, sem sexo

determinado e com peso médio de 382 gramas.

Para se proceder ao exame radiografico foi necessario efetuar a
sedagdo com 30mg/kg de cetamina e 5mg/kg de midazolam pela via
intramuscular. O exame radiografico do celoma, para analisar a silhueta
hepéatica, foi realizado com o equipamento radiografico portatil SIUI® SR-8100
(SIUI, China) e com técnica de 43kVp e 8mAs, com distancia foco-filme de 85cm.
Para a aquisicdo das imagens ventrodorsais, as aves foram posicionadas sobre
o chassi radiogréafico em decubito dorsal com os membros toracicos esticados
lateralmente ao corpo e 0s membros pélvicos esticados caudalmente
(KRAUTWALD-JUNGHANNS e PEES, 2010; KRATWALD-JUNGHANNS e
PEES 2011; STANFORD, 2017; CROSTA et al., 2018).

ApoOs a aquisicdo das imagens foram procedidas as mensuracdes
da largura da silhueta hepéatica na regido onde se apresenta seu maior diametro
e da largura da cintura da ampulheta cardiohepatica (RETTMER, et al., 2011,
CALIENDO et al., 2016; ZOLLER et al., 2019) e as mensuracdes da largura da
cavidade celomética direita e largura hepatica direita conforme descrito por
Mcmillan (1994), com o uso do software RadiAnt® Dicom Viewer (Medixant,

Pol6nia).

Primeiro foi realizada a mensuracéo da distancia entre o esterno e
o limite do gradil costal direito a partir da regido anatdmica do apice cardiaco
(distancia esterno-costela direita), representando o tamanho da cavidade direita.
O valor obtido foi dividido por dois e o resultado é a estimativa do tamanho normal
esperado da largura direita hepatica (Figura 1.B) (MCMILLAN, 1994).

Depois foi realizada a mensuracédo da largura direta hepatica. A
mensuragdo também € efetuada a partir da mesma regiao de encontro do 4pice
cardiaco com o esterno até a borda direta hepatica. Se o tamanho da largura
direita hepatica for maior que o resultado obtido pela distancia esterno-costela
dividido por dois, o figado € considerado aumentado. E se for menor, é
considerado reduzido (MCMILLAN, 1994).
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Figura 1. Projecgao radiografica ventrodorsal com esquema das mensuragdes realizadas para

a avaliagéo da silhueta hepatica. A-B: largura cintura da ampulheta cardiohepética (LCA); C-
D: largura da silhueta hepatica em sua maior dimenséo (LSH); E-F: largura hepatica direita

(LHD); G-H: distancia esterno-costela direita (DEC).

As andlises estatisticas foram executadas com o software SAS®
Studio. Todos os dados foram avaliados quanto ao seu padréo de normalidade
com o teste de Shapiro-Wilk. Para os valores obtidos nas mensuracdes
radiograficas foram determinadas as meédias, desvios padrdes, intervalos de

confianca de 95% minimos e maximos e teste de correlagdo de Pearson.

3. Resultados

Segundo o teste de Shapiro-Wilk todas as variaveis estudadas
possuem distribuicdo normal (p > 0,05). Os resultados das mensuracoes

realizadas nos exames radiograficos encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Valores obtidos nas mensuracdes da silhueta cardiohepatica no

exame radiografico na projecao ventrodorsal.
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_ Intervalo de
Mensuracdes exame o Desvio padrao _
o Média (cm) confianca de 95%
radiografico ventrodorsal (cm)
(cm)
Largura total silhueta
_ 2,34 10,46 2,01 a 2,66
hepatica (LSH)
Largura da cintura da
1,63 10,20 1,48a1,78
ampulheta (LCA)
Distancia esterno-
2,24 10,13 2,14a2,33
costela (DEC)
Distancia esterno-
1,12 0,07 1,07 a 1,17
costela/ 2 (DEC/2)
Largura hepética direita
1,04 10,21 0,89 a1,20

(LHD)

No teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis DEC/2 e LHD

nao foi encontrada uma correlacao significativa entre as variaveis (p=0,64).

4. Discussao

Com o propdsito de gerar dados numéricos como referéncia para a
largura da silhueta hepéatica no exame radiografico de papagaios verdadeiros,
esse estudo realizou mensuracdes em um grupo de aves que obteve exame de
citopatologia por agulha fina, exame ultrassonografico e exame fisico dentro dos

padrbes de normalidade.

A escolha da CAF como método diagndstico teve como base o fato
de ser um exame eficaz na avaliacdo e identificacdo das alteracBes
hepatocelulares, ou seja, que se aproxima do “padrao ouro” (bidpsia hepatica) e
por se tratar de uma técnica com menor risco de complicagfes (TEIXEIRA e
LAGOS, 2007).

Achados radiograficos de hepatomegalia e microhepatia sao
achados comuns em aves (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005) e

embora o exame radiografico seja um método diagnéstico primario para a
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avaliacdo das dimensdes hepaticas (JAENSCH, 2000), ndo foram encontradas
na literatura intervalos de referéncias a respeito de quais seriam as medidas da
silhueta hepética aceitas como padréo de normalidade para a espécie Amazona

aestiva.

Sado encontradas na literatura referéncias sobre quais projecdes
radiograficas sado utilizadas para visualizacdo hepatica, assim como a
interpretacao visual de que a silhueta hepética de um figado sem aumento néo
deve ultrapassar o esterno na projecao lateral (KRAUTWALD-JUNGHANNS et
al., 2001; PINTO, 2017; CROSTA et al.,, 2018). No entanto esse método de
avaliacao se torna dificil, uma vez que na projecéo lateral o figado ndo pode ser
diferenciado dos 6rgdos circundantes sem o uso de contraste (KRAUTWALD-
JUNGHANNS et al., 2001).

A avaliacdo na projecéao ventrodorsal pode ser feita por meio da
silhueta em forma de ampulheta, formada pela juncdo do apice cardiaco com
porcdo cranial hepatica. Sendo a largura da cintura formada pela silhueta
cardiohepatica usada como diretriz para avaliar a existéncia ou ndo de
hepatomegalia (CAMPBELL, 2017). Porém, quando o proventriculo apresentar
preenchimento por contetdo alimentar ou aumento de volume patoldgico, sua
sombra sob o lobo esquerdo do figado amplia a largura da cintura cardiohepatica
(KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2001) se tornando um fator limitante para

este método de anélise.

Outra forma de avaliagdo pela projecao ventrodorsal, ainda nas
aves onde a silhueta cardiohepatica forma uma ampulheta, considera o figado
em seu tamanho normal quando sua silhueta ndo ultrapassa as linhas
imaginarias que unem o coracoide com o acetabulo bilateralmente, sendo
considerada hepatomegalia se ultrapassar estas linhas (KRAUTWALD-
JUNGHANNS e PEES, 2011; PINTO et al., 2017). Porém, € considerado um
método grosseiro de avaliagdo, pois aumentos na silhueta podem ser em
decorréncia de cardiomegalia, hepatomegalia, derrame celomatico ou aumento
do volume proventricular, quando o aumento da silhueta for do lado esquerdo
(GROSSET e BEAUFRERE, 2021).

Esses métodos de avaliacdo sdo amplamente citados na literatura,

mas se torna uma avaliag&o subjetiva por ser observador dependente, pois nao
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existe, para papagaios verdadeiros, mensuracdes quantitativas que determinem
intervalos de referéncia de largura para a silhueta cardiohepatica, restando,

portanto, uma andlise apenas observacional.

Mcmillan (1994), sugere que sejam realizadas mensuragcdes na
projecdo ventrodorsal da metade direita da cavidade celomatica a partir do
esterno e que essa mensuracao dividida por dois seria o tamanho normal
esperado para o tamanho da largura hepética direita a partir do esterno e ambas
as mensuracdes sendo realizadas a partir da regido anatébmica do apice do
coracdo com o esterno. No presente estudo nao foi encontrada uma correlacao
entre a DEC/2 e a LHD, mostrando que embora tenham sido encontrados valores
proximos entre as médias e os intervalos de minimo e maximo das duas
variaveis, na pratica, essa estratégia de mensuragdo nao teria acuracia para

avaliacdo hepatica.

Estudos radiograficos que mostram dados numéricos de largura
hepatica, largura da silhueta cardiohepatica foram feitos apenas com algumas
espécies aviarias (RETTMER, et al., 2011; CALIENDO et al., 2016; ZOLLER et
al., 2019) tais como mensuracgdes da largura hepatica em estudo realizado com
fémeas de falcdes gerifalte (Falco rusticolus) e fémeas de falcdes hibridos (Falco
rusticolus com Falco peregrinus) foram encontrados como intervalos de
referéncia os valores de 2,8 a 4,1cm e 2,9 a 4,5 cm, respectivamente
(CALIENDO et al., 2016). Mostrando haver diferenca na largura da silhueta
hepética, mesmo que pequena, entre falcdes pertencentes ao mesmo género.
Em outro estudo com ararinhas-azuis (Cyanopsitta spixii) foi encontrado como
intervalos de referéncia para a largura da silhueta hepética os valores entre 2,0
a 2,8 cm (RETTMER et al., 2011). Esses estudos proporcionam mensuragoes
hepéticas de aves sadias que podem ser usadas como método quantitativo para
analises radiograficas mais fidedignas. Portanto os valores observados da
largura da silhueta hepatica dos papagaios verdadeiros foram menores do que

dos falcdes hibridos e semelhantes aos das ararinhas-azuis.

As mensuracdes obtidas no presente estudo e suas relagbes com
as dimensdes hepaticas de papagaios verdadeiros foram obtidas de acordo com
0 proposto por Mcmillan (1994) e com os métodos de mensuracao efetuados em
estudos com outras espécies de aves (RETTMER, et al., 2011; CALIENDO et
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al., 2016; ZOLLER et al., 2019). A partir dos estudos citados podemos observar
que ha variacdo na largura da silhueta hepatica nos exames radiograficos dentre
as diferentes espécies aviarias. Havendo a necessidade de estudos em espécies
especificas para producdo de dados que possibilitem avaliagdes concretas das
dimensdes dos oOrgdos da cavidade celomatica ou ao menos dentro dos

diferentes géneros de aves.

O fato de as mensuragdes serem provenientes de aves com exame
de CAF sem alteracdes, possibilita que esses dados possam ser utilizados como
sugestao de referéncia de normalidade para essa espécie contribuindo para que

analises radiograficas mais consistentes sejam feitas.

5. Conclusao

Embora o exame radiografico seja amplamente utilizado na rotina
clinica aviaria, ainda ha escassez de dados referentes a valores de mensuracoes
da silhueta hepatica em papagaios verdadeiros higidos, sendo a analise ainda
realizada de forma subjetiva com a visualizacdo e interpretacdo da silhueta
cardiohepética observador dependente. Dados numéricos de mensuracdes da
silhueta hepatica obtidos em imagens radiogréficas de papagaios verdadeiros
sadios consistem em uma ferramenta que possibilita uma avaliacdo hepatica

consistente em exames radiograficos dessa espécie.

Portanto, acreditamos que mais estudos como este devem ser
incentivados para que haja um banco de dados que possibilite a confeccao de
laudos radiograficos mais fidedignos possibilitando uma melhor hipétese
diagnostica. Sendo assim, os valores aqui observados sdo uma sugestdo de
referéncia para padrdo de normalidade para a avaliacdo radiografica hepatica de

papagaios verdadeiros.
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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 citolégicos 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 realizacdo de exames de bioquimica sérica para avaliacdo da lesédo e fungéo
hepética. 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 alteracdo citoldgica. Apenas a enzima AST mostrou
diferenca estatistica entre os dois grupos (p=0,04). Os demais testes
bioguimicos ndo apresentaram significAncia estatistica na comparacao entre 0os
grupos. Dentre as diversas enzimas estudadas, muitas ainda apresentam
poucas informacdes sobre seu possivel valor diagnostico em aves, havendo a
necessidade de mais investigagdes que possam elucidar a respeito dos seus

potenciais valores diagndésticos na medicina aviaria.

Palavras chave: patologia clinica, hepatopatia, exame citolégico, aves

1. Introducéo
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O diagndstico de doencas hepaticas em psitacideos pode ser dificil,
pois os sinais clinicos sdo inespecificos e, (REAVILL e LENNOX, 2007)
frequentemente, as manifestacdes clinicas de insuficiéncia hepatica ndo ocorrem
até o estagio final da doenca (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005).

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 (HARR, 2005). Como a especificidade e a
sensibilidade dessas enzimas podem variar em funcédo da espécie e da natureza
da doenca hepatica, é possivel fazer apenas consideracdes generalizadas a

respeito das alteragfes nas atividades enziméticas (CAMPBELL, 2015).

A realizacao do exame citopatoldgico hepético na rotina veterinaria
de pequenos animais esta se expandindo devido sua rapidez de diagndstico,
simplicidade da técnica e por se tratar de um procedimento menos invasivo, em
comparacdo a bidpsia (TEIXEIRA e LAGOS, 2007). Alem de possibilitar a
identificacdo das alteracbes hepatocelulares com base nas caracteristicas
dessas células (CAMPBELL e GRANT, 2022).

Dessa forma, este estudo teve como objetivo comparar os achados
dos exames bioquimicos séricos, comumente utilizados como métodos
diagnostico, para a avaliagdo da lesdo e funcdo hepéatica em papagaios
verdadeiros submetidos ao exame de citopatologia por agulha fina, a fim de
identificar diferencas entre os achados bioquimicos de exames citologicos

normais e alterados.

2. Material e Métodos

Para que pudesse ser realizado este estudo obteve aprovacao da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”
(FMVZ-Unesp) sob o numero CEUA 0079/2021 e a autorizacao pelo Sistema de

Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob o nimero 78644-1.
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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
alteracdes citopatoldgicas (resultado normal - CN) e 10 pertencentes ao grupo
que apresentaram alteracdes 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 Sao Paulo.

Para a realizacdo 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 (ECHOLS, 1999; POWER, 2006; DYER e
CERVASIO, 2008). 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 realizacédo da CAF, a coleta
de sangue foi realizada ap6s o procedimento e confirmacédo ultrassonogréafica da

auséncia de hemorragias.

Apbs a coleta, o sangue foi acondicionado em tubos com ativador
de coagulo e gel separador, para posterior centrifugacéo 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 analise bioquimica 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.
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Para a avaliacdo dos resultados das dosagens séricas bioquimicas
foram adotados como intervalos de referéncia os descritos em GUZMAN et al.
(2022) e para o intervalo de referéncia da GGT foi utilizado o relato de PINTO et
al. (2016).

As andlises estatisticas foram realizadas com o software SAS
Studio. Para a verificacdo da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk, e
para a andlise 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.

3. Resultados

Com relagao as 20 aves utilizadas neste estudo, o grupo de 10 aves
com resultado alterado (CA) apresentou alteragcbes como microvacuolizagdes,
macrovacuolizacdes e pigmentacdo fortemente basofilica intracitoplasmaéticas.

As outras 10 aves, ndo apresentaram alteracdes citopatologicas.

Nem todas as variaveis estudadas passaram no teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (p>0,05), portanto houve a necessidade da
utilizacao de testes estatisticos paramétricos e ndo parameétricos. 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
bi(l)E(;(liliTn(iaco rgﬁgﬂ%ﬂi Média Mediana Meédia Mediana p-valor
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 (UIL) 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 3595 437,3 4395 0,44
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TRIG (mg/dL) 49-190 177,3 163 238,4 189,5 0,44

*GUSMAN et al., 2022; **GGT: PINTO et al., 2016. 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. Ja para as provas de funcao 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  Valores abaixo

AST (UI/L) do intervalo de do intervalo de do intervalo de
referéncia referéncia referéncia
Sem alteracoes 5 5 0
CAF _
Com alteracbes 0 9 1

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

4. Discussao

Nas aves pertencentes ao grupo CA, dentre as alteracOes
citoplasticas encontradas estdo as microvacuolizagbes e macrovacuolizacdes

em hepatdcitos; a presenca dessas alteracdes em hepatdcitos representam
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lipideos que foram eliminados durante o processo de fixacdo e coloracdo da
amostra (MEYER, 2016). Essas vacuolizacdes nos hepatdécitos representam o
acumulo de gordura ou esteatose hepatica (CRAWFORD et al., 2012; MEYER,
2016). 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 hepatica.

A sindrome do figado gorduroso, conhecida também por
degeneracédo hepatica gordurosa, lipidose hepatica ou esteatose hepéatica € uma
doenca comum em psitacideos cativos (CARCIOFI e OLIVEIRA, 2007),
especialmente papagaios do género Amazona (GODOY, 2007). Ocorre em
consequéncia do desequilibrio do metabolismo energético, associado ao
acumulo excessivo de gordura abdominal e hepéatica (HARRISSON E
MCDONALD, 2005). 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) séo
oferecidas (DAVIES, 2000).

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, o mais comum deles, consiste em lisossomos cheios de lipideos
contendo residuos indigeriveis. Acumula-se devido ao processo de degradacao
celular natural (CRAWFORD et al.,, 2012; MEYER, 2016). A bile constitui a
principal via de eliminagédo da bilirrubina e excesso de colesterol livre e sais
biliares (CRAWFORD et al., 2012). A retencdo de pigmento biliar, denominada
colestase, € uma consequéncia de doenca hepdtica, resultando em acumulo

hepatocelular ou canalicular (MEYER, 2016).

Em coloracdo citologica baseada na técnica de Romanowsky
ambos os pigmentos, lipofuscina e biliar, apresentam coloracdo basofilica no
exame citopatologico (MEYER, 2016). Esse fato, consiste em uma limitacédo da
técnica de citopatologia por agulha fina, pois nédo foi possivel diferenciar quais
dos dois pigmentos de fato estavam presentes nas amostras estudadas uma vez

que essa foi a coloragao utilizada. Devido a isso, as amostras que apresentaram
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pigmentos basofilicos foram consideradas alteradas por poderem tratar-se de

colestase.

Dentre os exames bioquimicos séricos realizados, apenas foi
encontrada significAncia estatistica para a enzima AST na comparagdo dos
achados entre os 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 (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER,
2005; CAPTELLI e CROSTA, 2013, CAMPBELL, 2015).

As fontes primarias de atividade plasmatica da AST sdo os
musculos, o figado e os rins (SABATER e FORBES, 2015); portanto, a AST é
sensivel, mas ndo especifica para dano hepatocelular e lesdo muscular, sendo
frequentemente avaliada em conjunto com a CK, que € uma enzima muscular
especifica, para diferenciar entre os danos hepaticos e musculares (HARR,
2002; HARR, 2005; HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005; CAPTELLI e
CROSTA, 2013, CAMPBELL, 2015).

Nas aves a CK trata-se de uma enzima musculo-especifica que
pode ser utilizada como indicador de lesdo muscular (CAMPBELL, 2015;
SABATER e FORBES, 2015) e o aumento de sua atividade pode ser em
decorréncia de lesdes musculares provenientes de traumas, esforco fisico
exagerado, disturbios convulsivos, contencéo fisica, aplicacdo de medicamentos
intramusculares e alteragcbes em miocardio (CAMPBELL, 2015; SABATER e
FORBES, 2015).

Como as aves eram originalmente mantidas em recinto amplo,
provavelmente houve lesdo muscular durante o estresse da captura neste
recinto. Somado a isso, a aplicagdo 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



70

enzimaticas da CK e da AST ha indicacdo de ocorréncia de dano muscular
(SABATER e FORBES, 2015). A influéncia da lesdo muscular, observada
através da elevacado da CK, pode ser confirmada por meio do resultado obtido
no teste de correlagdo, que mostrou uma correlagéo forte e positiva entre os
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, € interessante observar suas variacdes em relacdo aos valores de

referéncia na literatura.

A atividade da ALT ocorre em muitos tecidos diferentes
(HOCHLEITHNER, 1994) como no figado e ho musculo esquelético ocorrendo
extravasamento para o sangue quando hé leséo tecidual (CAMPBELL, 2015). A
atividade plasmatica da ALT ndo € um teste especifico, tampouco sensivel, para
a deteccdo de doenca hepatocelular em aves (HOCHLEITHNER e
HOCHLEITHNER, 2005; CAMPBELL, 2015) e o aumento significativo da ALT
em ambos 0s grupos, provavelmente também tenha ocorrido pela leséo
muscular. Embora a ALT néo seja considerada uma enzima de importancia para
o diagnéstico hepatico aviario (HOCHLEITHNER e HOCHLEITHNER, 2005;
CAMPBELL, 2015; SABATER e FORBES, 2015), a mensuragao desta enzima
neste estudo teve como objetivo confrontar as informacdes 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, o aumento significativo da atividade plasmatica da FA parece
estar relacionado com a atividade osteoblastica e a modificacdo 6ssea associada
ao crescimento, ocorréncia de trauma, reparacao do tecido 0sseo, processos
neoplasicos, hiperparatireoidismo nutricional secundario e formagéo da casca do
ovo (HARR, 2002, HARR, 2005; CAMPBELL, 2015).

As aves utilizadas para este estudo eram adultas, sem sinais de
atividade osteoblastica (fraturas, lesdes, traumas), doenca metabdlica

(hipertireoidismo), neoplasia e nao foram observados ovos em formacéo, na



71

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 coracdo. 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 (LUMEIJ e
WESTERHOF, 1987). Sendo assim, a real atuacdo enzimatica da FA nas
diferentes espécies aviarias ainda consiste em uma lacuna a ser investigada. A
realizacdo de mais investigacfes em doencas colestéaticas e do trato biliar, como
o carcinoma biliar, podera elucidar a sensibilidade e especificidade da FA nesses
casos (HARR, 2002; HARR, 2005).

A gama glutamiltransferase (GGT) é uma enzima encontrada nas
células das membranas dos ductos biliares (DONELEY, 2016) tem alta
especificidade e baixa sensibilidade para o tecido hepéatico aviario (FUDGE,
2000; DONELEY, 2016). Aumentos significativos de GGT sdo devido a
obstrucdo ou danos a arvore biliar incluindo neoplasias, inflamacdo ou
colelitiase. Dano hepatico sozinho nédo altera significativamente a concentracéo
plasmatica (HARR, 2005). Poucas informag8es foram encontras na literatura a
respeito dos valores de referéncia da GGT para a espécie em estudo. Segundo
HARR (2005) intervalos de referéncia para a GGT ainda n&o foram estabelecidos
para as aves. Na literatura adotada para os valores de referéncia deste estudo
(GUSMAN, 2022), 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. (2016), 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. (2016) foram menores em comparacdo aos
encontrados neste estudo. A dosagem da GGT neste estudo teve o objetivo de
buscar possiveis variacdes desta enzima em aves com alteracdes hepéaticas.
Porém, foram encontrados valores maiores no grupo CN em comparagcdo ao
grupo CA. Uma limitacao deste estudo para melhor compreenséo desses valores

encontrados € o fato da CAF nao fornecer informacdes a respeito da presenca
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ou auséncia de obstrucdo ou danos na arvore biliar, que poderiam auxiliar na

compreensao dos valores encontrados.

Dentre as proteinas que o figado € responsavel pela sintese estéo:
albumina, fibrinogénio, enzimas, hormdnios e proteinas de transporte e
coagulacdo (CAMPBELL, 2015). A hipoproteinemia é observada em disturbios
nutricionais (inanicdo, ma nutricdo, ma absorcao intestinal), parasitose intestinal
e na insuficiéncia hepética devido a menor producdo (CAMPBELL, 2015;
SABATER e FORBES, 2015). Nos dois grupos estudados os 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
lesbes encontradas ndo foram suficientes para que o metabolismo proteico

hepatico fosse afetado.

O colesterol plasmatico provém tanto da dieta como da sintese
hepética (VILA, 2013), em aves carnivoras as concentracdes se apresentam
mais elevadas enquanto aves que se alimentam de frutas ou de gréaos
apresentam concentracgdes menores (HOCHLEITHNER, 1994).
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 oviposicdo e no periodo poés-prandial (CAMPBELL,
2015). Concentragbes muito altas de colesterol plasmético sdo geralmente
acompanhadas por lipemia, especialmente em papagaios do género amazona,
araras e cacatuas com degeneracdo hepatica gordurosa (HOCHLEITHNER,
1994).

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 Uutilizadas neste estudo receberem
alimentacéo balanceada, os cardapios devem ser revistos, pois 0s altos valores
provavelmente estao relacionados com excessos dietéticos. Apesar do descrito
em literatura e das concentragdes plasméticas 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.
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5. Conclusao

A AST é uma enzima que pode trazer informacdes a respeito da
lesdo hepatica, mas a influéncia da lesédo 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 diagnéstico pode

ficar comprometido.

Embora a proteina total e albumina sejam importantes para a
avaliacdo da funcdo hepética, provavelmente apenas comprometimento
hepatica severo poderd levar a alteracdes significativas em suas concentracdes
séricas, visto que os valores encontrados entre ambos os grupos foram

semelhantes.

Dentre as diversas enzimas estudadas, muitas ainda apresentam
poucas informacgdes sobre seu possivel valor diagnostico em aves, sendo assim,
devem ser encorajadas mais investigacdes que possam elucidar a respeito de

Seus usos na medicina aviaria.
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taxonémico de interesse em condicdo in situ.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacédo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: THATIANA FELIX SANCHES | CPF: 351.089.878-89

Titulo do Projeto: Avaliagédo hepatica por meio da analise comparativa dos achados clinicos, radiograficos, ultrassonograficos,

bioquimicos e biopsia em papagaios verdadeiros (Amazona aestiva) mantidos em cativeiro

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO | CNPJ: 48.031.918/0020-97

Observagoes e ressalvas

8 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a do patriménio genético exi no territrio nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

9 Esta autorizagiio NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da idade de obter as previstas em outros instrumentos legais, bem como do

consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagédo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de regularizagao

fundidria encontra-se em curso.

10 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta izacdo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

cBes para

, as o das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

Outras ressalvas

1 O sangue coletado néo deve ultrapassar o equivalente a 1% da massa corporal da ave. Em coletas consecutivas, ndo deve CEMAVE Cabedelo-PB
ultrapassar 2% a cada 14 dias. Néo deve ser utilizada puncéo cardiaca para obtencéo da amostra. Néo utilizar seringa

para a colheita de sangue a partir da veia ulnar em pequenos Passeriformes.

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descricéo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia |Botucatu-SP Mata Atlantica N&o Dentro de UC Estadual
da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho

2 | Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Botucatu-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Estadual
Selvagens (CEMPAS - UNESP)

Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Atividades ex-situ (fora da natureza)

2 [ Manuteng&o temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Atividades ex-situ (fora da natureza)
em cativeiro

Este documento foi expedido com base na Instru¢do Normativa n° 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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Numero: 78644-1 Data da Emisséo: 08/06/2021 11:40:02 Data da Revalidacao*: 08/06/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacédo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: THATIANA FELIX SANCHES ICPF: 351.089.878-89

Titulo do Projeto: Avaliacédo hepatica por meio da analise comparativa dos achados clinicos, radiograficos, ultrassonograficos,

bioquimicos e biopsia em papagaios verdadeiros (Amazona aestiva) mantidos em cativeiro

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO ICNPJ: 48.031.918/0020-97

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

1 | Manutengéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Amazona aestiva -

silvestres em cativeiro

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Amazona aestiva -

A quantidade prevista s6 é obrigatoria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ”". Essa quantidade abrange uma porcédo
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacdo Federal ou um Municipio.

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras bioldgicas (Aves) Sangue, Outras amostras biologicas(realizacéo de exames de

imagem radiografico e ultrassonografico e citologia aspirativa

hepatica)
Destino do material biologico coletado
# | Nome local destino Tipo destino
1 [ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA Laboratério
FILHO
2 | UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA Laboratério

FILHO

Este documento foi expedido com base na Instrugcdo Normativa n° 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: THATIANA FELIX SANCHES ] CPF: 351.089.878-89

Titulo do Projeto: Avaliagéo hepatica por meio da analise comparativa dos achados clinicos, radiograficos, ultrassonograficos,

bioquimicos e biopsia em papagaios verdadeiros (Amazona aestiva) mantidos em cativeiro

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO | CNPJ: 48.031.918/0020-97

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugcdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizag@o ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O material
biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Coleg¢des Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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