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RESUMO

A relacdo entra as duas transaminases aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase
(AST/ALT), também conhecida como relacdo De Ritis, é calculada com base nos valores
séricos das atividades destas enzimas, bastante utilizada na medicina para direcionar o
diagndstico diferencial entre hepatopatias e doencas extra-hepaticas e, dessa forma estabelecer
um prognostico. Na Medicina Veterinaria 0 seu uso ndo € corriqueiro e a sua importancia
ainda é desconhecida. Este estudo objetivou avaliar a relagdo De Ritis em cées saudaveis e em
diagnosticos de hepatopatias e outras doengas extra-hepaticas observadas na rotina médica
veterinaria. Foi realizado um estudo retrospectivo, com dados de 302 cdes atendidos no
Hospital Veterindrio da UFMG, Belo Horizonte (MG), e que tiveram exames bioquimicos
realizados no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria entre 0s meses de janeiro e maio
de 2019. Dois experimentos foram conduzidos de maneira complementar, sendo incluidos nas
analises os animais “saudaveis”, “hepatopatas agudos e cronicos” e portadores de doengas
extra-hepaticas (piometra, trauma/fraturas, intoxicacdo/ envenenamento, leishmaniose,
hemoparasitose, nefropatia). Foram analisados os resultados de exames hematoldgicos e
bioquimicos séricos, avaliando o comportamento das enzimas hepéaticas e médias da relacdo
AST/ALT em dois momentos, momento zero (MQ) e 48 horas apdés o MO (M48). No
experimento 1, animais portadores de hepatopatia aguda apresentaram atividades médias de
ALT e AST muito acima do limite superior dos intervalos de referéncia para a espécie. A
relagdo AST/ALT mostrou-se inversamente proporcional a gama glutamil transferase (GGT),
ALT, fosfatase alcalina (ALP) e albumina. No experimento 2, para avaliar o efeito da relacédo
AST/ALT sobre o desfecho, foi ajustado um modelo de regressdo logistica adequado a dados
dicotdbmicos (vivo/obito). Para analise do efeito do tratamento pelo tempo, foi calculada a
média da relacdo AST/ALT dos grupos que apresentavam pacientes com resultados no MO e
M48. Animais portadores de hepatopatias crénicas apresentaram a maior média da relacédo
AST/ALT, e apesar de apenas 19,74% dos animais terem sido classificados como portadores
de hepatopatia cronica, os achados deste estudo sugerem que a relacdo De Ritis seja mais
eficaz para a sua identificacdo do que para hepatopatias agudas. A determinacdo da relagéo
De Ritis nos momentos M0 e M48 se mostrou uma importante ferramenta para a avaliacdo da
eficdcia na conduta terapéutica adotada para o paciente. Animais alocados nos grupos
“piometra”, “intoxicagdo/envenenamento” e “fratura/trauma” apresentaram médias altas para
a relacdo AST/ALT (2,67, 2,54, e 2,21, respectivamente). A correlacdo entre a relagéo
AST/ALT em avaliacGes seriadas (MO e M48) e a resposta prognéstica de sobrevivéncia,
mostrou que quando animais dobram o valor da relacdo De Ritis do MO para o M48, estes
tendem a apresentar uma probabilidade 2,5 vezes maior de vir a 6bito. Dessa forma, conclui-
se que a relacdo AST/ALT deva ser incluida na rotina clinica e utilizada na avaliacdo da
evolucdo da doenca em caes.

Palavras-chave: Biomarcador, relacdo De Ritis, doenca extra-hepatica, hepatopatia,
transaminases.



ABSTRACT

The relationship between the transaminases aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase (AST/ALT), also known as the De Ritis ratio, is calculated based on the
serum values of the activities of these enzymes. This relationship is widely used in human
medicine to conduct differential diagnosis between liver diseases and extra hepatic diseases
and to establish a prognosis. In Veterinary Medicine, its use is not common and its
importance is still unknown. This study aimed to evaluate the De Ritis ratio in healthy dogs
and in diagnoses of liver diseases and other extrahepatic diseases observed in the veterinary
medical routine. A retrospective study was carried out, with data from 302 dogs from the
Veterinary Hospital of UFMG, Belo Horizonte (MG), and who had biochemistry evaluation
performed at the Laboratory of Veterinary Clinical Pathology, between the months of January
and May 2019. Two experiments were conducted in a complementary manner, including
“healthy” animals, “acute and chronic liver disease” and patients with extrahepatic diseases
(pyometra, trauma/fractures, intoxication/poisoning, leishmaniasis, hemoparasitosis, and
nephropathy). The results of serum hematological and biochemical tests were analyzed,
evaluating the behavior of liver enzymes and averages of the AST/ALT ratio at two times,
moment zero (MO) and 48 hours after MO (M48). In the experiment 1, animals with acute
liver disease presented ALT and AST mean activities well above the upper limit of the
reference intervals for the specie. The AST/ALT ratio was inversely proportional to the
gamma glutamyl transferase (GGT), ALT, alkaline phosphatase (ALP) and albumin. In the
experiment 2, to assess the effect of the AST/ALT ratio on the outcome, a logistic regression
model was adjusted to suit dichotomous data (live/death). To analyze the effect of treatment
over time, the average of the AST/ALT ratio of the groups presented patients with results in
MO and M48 was calculated. Animals with chronic liver diseases had the greatest average of
the AST/ALT ratio, and although only 19.74% of the animals were classified as having
chronic liver disease, the findings of this study suggest that De Ritis ratio is more effective for
their identification than acute liver diseases. The determination of the De Ritis ratio at
moments MO and M48 proved to be an important tool for the evaluation of the efficacy in the
therapeutic approach adopted for the patient. Animals allocated to the “pyometra”,
“intoxication/poisoning” and “fracture/trauma” groups presented higher averages for the
AST/ALT ratio (2.67, 2.54, and 2.21, respectively). The correlation between the AST/ALT
relatioship in serial evaluations (MO and M48) and the prognostic response for survival,
showed that when animals double De Ritis ratio from MO to M48, they tend to have a
probability 2.5 times greater of dying. Thus, it is concluded that the AST/ALT ratio should be
included in the clinical routine and used to assess the evolution of the disease in dogs.

Keywords: Biomarker, De Ritis ratio, extrahepatic disease, liver disease, transaminases.
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1 INTRODUCAO

A relacdo AST/ALT ou como é mais conhecida na medicina, relacdo De Ritis €
apresentada em diversos trabalhos como uma ferramenta que utiliza os valores das atividades
das enzimas hepatocelulares, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), para auxiliar no diagnostico ou mesmo direcionar o prognostico nas hepatopatias de
diferentes origens (De Ritis, Coltorti e Giusti, 2006). Mais recentemente vem sendo utilizada
também em patologias extra-hepaticas que cursam com alteracdes sistémicas (Wu et al.,
2019a).

Essas transaminases sdo facilmente encontradas em painéis bioquimicos,
especialmente voltados para a avaliacdo da funcdo hepatica, possuem uma boa estabilidade
quando amostras séricas sdo acondicionadas corretamente e suas atividades mensuradas por
aparelhos bioguimicos acessiveis. Essas caracteristicas somadas favorecem a reproducao
desta razdo na pratica clinico-laboratorial (Sikaris e Botros, 2013).

Embora sejam caracterizadas como enzimas de lesdo aguda, em processos cronicos
regenerativos ou cirréticos a inversdo entre os valores da AST e ALT é capaz de predizer a
evolugdo clinica do paciente (Allison, 2015).

Na veterinaria, pouco se sabe sobre as respostas obtidas entre a razdo AST e ALT, ou
mesmo seu comportamento em doencas hepaticas agudas e crbnicas, e outros perfis de
doenca. O objetivo desse estudo foi avaliar a relacdo De Ritis nos diagnosticos de
hepatopatias e outras doencas observadas na rotina médica veterinaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Interpretar a relacdo AST/ALT em cées portadores ou ndo de hepatopatia e em

doengas consideradas extra-hepéticas.

2.2 Objetivos especificos

Analisar sobre a interferéncia que a caracteristica fisica da amostra apresenta na relagdo
AST/ALT,

Avaliar a relacdo AST/ALT em cées portadores de hepatopatias (aguda e cronica);

Avaliar relacdo AST/ALT e seu comportamento em dois momentos;

Correlacionar a relagdo AST/ALT as alteracGes bioquimicas e hematoldgicas;

Avaliar a relagdo AST/ALT sobre o desfecho dos casos clinicos acompanhados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O figado é considerado, anatomicamente, componente glandular do sistema digestivo,
apresentando-se em topografia toracica do abdémen, disposto intimamente proximo ao
diafragma e o6rgdos adjacentes como intestinos, pancreas e rim direito. E um 6rgdo
extremamente bem localizado, 70 a 80% do seu fluxo sanguineo € proveniente da veia porta e
0 restante da artéria hepética. Esse grande aporte venoso exerce vital importancia para a
realizacdo das suas principais funcdes, favorecendo a absorcdo de nutrientes, captacdo e
metabolizacdo de substancias tdxicas e microrganismos que possam ser absorvidos pelo
intestino. E considerado um 6rgdo grande e multilobulado, que representa aproximadamente
4% do peso corporal nos cées (Allison, 2015; Konig et al., 2016).

Adjacente ao figado se apresenta a vesicula biliar, responsavel por armazenar e liberar
bile ao intestino delgado. A bile é uma secrecdo produzida pelo figado composta
principalmente por restos metabolicos e sais biliares, responsaveis pela digestdo de gorduras e
vitaminas lipossolUveis nas alcas intestinais proximais (Konig et al., 2016). Apesar da
proximidade entre essas duas unidades, hepatocito e canaliculo biliar, € importante relaciona-
las individualmente nos processos patolégicos, tendo em vista que podem se apresentar com
padrdes individuais de lesdo como em complicacdes hepatocelular ou biliar (colestatica),
embora, a forma mista (hepatobiliar) possa ser frequente em cées (Scott e Stockham, 2016a).

A principal unidade celular hepéatica é representada pelo hepatdcito. Essa célula
extremamente especializada é responsavel por exercer todas as atividades funcionais do
figado. Embora todos os hepatocitos sejam semelhantes e capazes de realizar as mesmas
funcGes metabodlicas, Rothuizem (2001) relataram algumas funcbes predominantes a
determinadas zonas celulares, como por exemplo, na regido de insercdo da veia porta ocorre
majoritariamente o processo de gliconeogénese e do ciclo da ureia a partir da amonia; ja na
regido ao redor da veia hepética ocorre metabolismo de glicose. O metabolismo proteico e
lipidico aparentemente ocorre em todo o Orgdo. Ja a biotransformagdo de farmacos pelo
citocromo P450 acontece, principalmente, ao redor das vénulas terminais (Rothuizem, 2001).

Os demais tipos celulares hepéaticos sdo compostos pelas celulas do epitélio colunar
simples que formam a estrutura dos ductos biliares e vdo desembocar na vesicula biliar. Os
sinus@ides vasculares se apresentam como corddes de hepatdcitos revestidos por células
endoteliais fenestradas e descontinuas e demarcam o espago de Disse, local onde ocorre a
captacdo de substancias absorvidas do plasma e secre¢des dos produtos do metabolismo

hepético. As células de Ito sdo responsaveis quase que exclusivamente pelo armazenamento
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de vitamina A e as células de Kupffer participam do sistema mononuclear fagocitico,
responsavel pela resposta imune a agentes infecciosos, endotoxinas e outras substancias

veiculadas pelo sangue, que sdo absorvidas no espaco de Disse (Barros, 2016).

3.1 Fisiologia do figado

Fisiologicamente, o figado desempenha importantes fung¢fes no organismo,
participando de processos de digestdo, metabolismo de nutrientes (carboidratos, proteinas e
lipidios), sintese e degradacdo de diversas substancias, além de armazenamento energético e
de vitaminas, e excrecdo de substancias toxicas (Barger, 2015).

O metabolismo energético hepatico é basicamente regulado por insulina, glucagon e
glucocorticoides, horménios sintetizados no pancreas. Diversas reacfes de anabolismo e
catabolismo sdo coordenadas por esses hormonios, que além do armazenamento e
mobilizacdo das reservas energéticas, auxilia juntamente com fatores de crescimento
homdlogos a insulina na capacidade regenerativa hepéatica (Postic et al.,, 2004). Os
carboidratos sdo metabolizados e armazenados sob a forma de glicogénio no interior dos
hepatocitos. Ja os lipidios sdo metabolizados em &cidos graxos, triglicerideos, colesterol e
apolipoproteinas degradados a partir dos quilomicrons (Rothuizem, 2001).

O figado é o grande dep6sito do organismo. Armazena no interior de seus hepatocitos
glicogénio, triglicerideos, vitaminas e uma variedade de elementos, incluindo ferro e cobre.
Além disso, os hepatdcitos modificam substancias em suas formas hidrossolUveis para serem
excretadas pelos sistemas biliar, urinério e intestinal. Possui ainda um sistema de defesa que a
partir do mecanismo fagocitico mononuclear depuram células danificadas, mediadores
inflamatdrios, microorganismos e endotoxinas no sangue (Barros, 2016; Scott e Stockham,
2016a).

O metabolismo farmacoldgico, realizado através do figado para drogas lipofilicas,
inclui a ativagdo enzimatica a partir do citocromo P450 e UDP-glucurosiltransferase. De
modo geral, os xenobioticos que precisem de depuracdo hepética, quer seja para que haja sua
biotransformacdo em agente ativo, quer seja para sua excrecdo, necessitam de reacOes
metabolicas como oxidacgéo, reducdo, hidrolise e conjugacdo (Rowland, Miners e Mackenzie,
2013).
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3.2 Exames Laboratoriais para avaliacdo hepética

Devido a sua grande capacidade de armazenamento, os sinais clinicos da hepatopatia
que alertariam rapidamente o clinico, muitas vezes se mostram tardios, dificultando um
diagnostico precoce e a atuacdo efetiva do medico veterinario. Os exames complementares
auxiliam, entéo, a identificar quando alguma patologia esta afetando o figado e dificultando a
realizacdo das suas fungbes (Allison, 2015). Segundo Watson (2017) a raca do céo e o
ambiente de criacdo devem ser associados a achados como shunt portossistémico, displasia
microvascular e hipoplasia da veia porta, anormalidades ductais (doenga de Caroli e fibrose
congénita), hepatite cronica (associada ou nao a deposicéo de cobre), hepatopatias vacuolares
ou mucocele de vesicula biliar. O autor considera as causas como poligénicas e agravadas
pelo meio em que 0s animais vivem. Entretanto, embora o levantamento racial possa auxiliar
no diagndstico, deve-se considerar que nem todos os individuos desenvolvam tais alteraces
jamais substituindo o exame clinico-laboratorial para o diagnostico. O mesmo autor também
ressaltou que diferentes lesdes podem gerar padrdes histologicos semelhantes mesmo
apresentando causas diversas como infec¢fes crénicas, toxicas ou de origem autoimune, o que
aumenta o desafio diagndstico para o clinico e a conduta terapéutica.

Importante ressaltar que o diagnostico com base, apenas nos exames laboratoriais
também deve ser evitado. As enzimas hepaticas respondem de forma diferente, dependendo
da gravidade das lesdes e do tempo transcorrido desde o insulto inicial. Essa cinética
enzimatica deve ser compreendida e acrescida ao exame clinico, exame de imagem ou mesmo
biopsia hepatica para elucidacdo do caso (Bexfield e Watson, 2006).

Enzimas sdo proteinas que servem como catalisadores em reac@es quimicas. Para que
a reacdo ocorra, precisam se ligar a um substrato e juntos formam o complexo enzima-
substrato e depois enzima-produto, que logo se dissociam em enzima e produto. Ao
reconhecer a cinética enzimatica é possivel, entdo quantificar sua atividade, mensurando

indiretamente a sua concentragéo (Allison, 2015; Scott e Stockham, 2016b).

3.2.1 Exames bioquimicos

3.2.1.1 Enzimas de extravasamento

A lesdo nos hepatocitos altera a permeabilidade da sua membrana, causando
extravasamento das enzimas situadas no citoplasma ou no interior de organelas

citoplasmaticas. As transaminases sao as principais enzimas de extravasamento em resposta a
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lesdo hepatocelular e, 0 aumento das atividades pode ser detectado nas primeiras horas apds o
insulto hepatico (Allison, 2015).

a) Alanina aminotransferase (ALT)

A alanina aminotransferase (ALT) € uma enzima citoplasmatica que catalisa a reacao
de desanimacdo da alanina em piruvato e encontra-se relacionada a via da gliconeogénese e
ao ciclo de Krebs. Nos caes sua meia-vida é de dois a trés dias (48 - 72 horas) e ela € a enzima
de predominio do citoplasma dos hepatocitos. A maior atividade de ALT é encontrada
livremente no citoplasma dos hepatdcitos, embora ndo seja considerada uma enzima
hepatoespecifica. Aproximadamente 5% a 25% da atividade da ALT é também encontrada
nos masculos esquelético e cardiaco. Ainda que a massa muscular total seja maior que a
massa hepatica, a atividade desta enzima estd mais correlacionada a perfis bioquimicos
hepéticos, dessa forma diagnosticos diferenciais como doencas musculares devem estar
relacionados a atividades elevadas de ALT, quando vistos de forma isolada (Allison, 2015;
Scott e Stockham, 2016b).

Scott e Stockham (2016b) apresentaram um estudo em que cdes jovens com distrofia
muscular demonstraram discretos a moderados aumentos na atividade da ALT. Nesse estudo,
a atividade sérica da enzima sofreu aumentos de 7X acima do limite superior de referéncia
para a espécie (VR: 0 - 102 U/L). Nesses casos é orientada a associacdo com outra enzima
que apresente origem muscular, como a creatina fosfoquinase (CK) para descartar miopatias
(Cerqueira, 2017).

De modo geral, o aumento das concentragdes da ALT, quando relacionado a
hepatopatias sdo observados em processos agudos causados por hipdxia, inflamacéo,
neoplasia, medicamentos (principalmente 0s corticosteroides e o0s anticonvulsivantes),
processos toxémicos e, também na fase de recuperagdo hepética, quando ocorre regeneracdo
dos hepatocitos. Em processos de curso crénico, como observados em fase terminal, essa
enzima, muitas vezes se apresenta com atividade normal ou abaixo do intervalo de referéncia

para a espécie (Allison, 2015).
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b) Aspartato aminotransferase (AST)

A aspartato aminotransferase (AST) é a proteina catalisadora da reagdo de
desanimacéo do aspartato em oxaloacetato no ciclo de Krebs. E encontrada no interior das
mitocondrias nos hepatdcitos, mas também pode ser observado uma pequena atividade no
citoplasma deste tipo celular, além de eritrdcitos, células musculares, rins e pancreas, o que
merece atencao especial como diagndstico diferencial (Silva, 2015; Scott e Stockham, 2016b).

Discretos a moderados aumentos na sua concentracdo podem ser influenciados em
amostras que apresentem hemolise in vitro ou mesmo quando a remocao do coagulo é tardia.
Esse aumento pode ocorrer possivelmente pela discreta adicdo da enzima que € encontrada no
interior dos eritrocitos aos resultados laboratoriais ou mesmo interferéncias colorimétricas da
técnica de andlise (Scott e Stockham, 2016b).

Sua meia-vida esta em torno de 12h e, assim como esperado na ALT, seu aumento é
descrito em doencas hepaticas agudas e, por apresentar uma isoenzima mitocondrial, esta
associada a lesdes hepaticas mais graves, como quadros ativos de necrose e lipidose hepatica.
Em processos cronicos essa enzima tende a apresentar atividades dentro do intervalo de
referéncia para cdes (VR: 0 - 66 U/L) (Kaneko, Harvey e Bruss, 1997; Silva, 2015). A
principal isoenzima de AST encontrada, comparativamente ao tamanho do tecido é a de
origem muscular estriada esquelética, desta forma a mesma recomendacdo quanto a
associacdo da CK pode ser utilizada para a diferenciacdo da origem do aumento da sua
atividade (Cerqueira, 2017).

3.2.1.2 Enzimas de indugéo

Nas enzimas de inducéo o estimulo celular ocorre nas mesmas células que a sintetizam
e por consequéncia aumentam também sua atividade no sangue. Esse estimulo é o melhor
método de mensuracdo para as enzimas de membrana dos canaliculos biliares, que sao
representadas pela fosfatase alcalina (ALP) e pela gama glutamiltransferase (GGT), por este

motivo a atividade destas enzimas possibilitam o diagnostico de colestase (Allison, 2015).
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a) Fosfatase alcalina (ALP)

A ALP é uma enzima presente nas membranas celulares de vérios tecidos como
figado, 0ssos, rins, intestinos, pancreas e placenta, referida como uma das principais enzimas
de inducdo. Em cées a isoenzima ALP oriunda dos intestinos, rins e placenta possui meia-vida
extremamente curta, de 6 minutos, que quando mensurada, ndo influencia significativamente
na atividade sérica. J& quando analisada a isoenzima hepética, por apresentar uma meia-vida
de aproximadamente 3 dias em cées, a sua atividade pode ser mais representativa em amostras
séricas (Allison, 2015; Scott e Stockham, 2016b).

Cées jovens, em fase de crescimento, devido a atividade osteoblastica e pela ingestao
do colostro, apresentam atividades significativamente superiores de ALP, podendo chegar até
cinco vezes acima do intervalo de referéncia para a espécie (VR: 0 - 156 U/L) e, dessa forma
confundir ou mascarar a avaliacdo de lesdes colestdticas. Em adultos, os principais
diagnosticos diferenciais para concentracGes elevadas de ALP estdo relacionados a casos de
osteossarcoma, lesbes Osseas, doencas endocrinas como hiperadrenocorticismo, uso de
medicamentos como corticosterdides e anticonvulsivantes e, em doencgas cronicas (Kaneko,
Harvey e Bruss, 1997; Allison, 2015).

Nos distdrbios colestaticos os aumentos de ALP sdo muito significativos, em muitos
casos chegando a valores 20X acima dos fisioldgicos para a espécie, devendo-se relacionar a
elevacbes simultaneas nas concentragcbes de bilirrubinas, acidos biliares e gama

glutamiltransferase (Scott e Stockham, 2016b).
b) Gama glutamiltransferase (GGT)

A gama glutamiltransferase (GGT) é considerada para avaliacdo da colestase, embora
0 aumento da sua atividade também seja observado em lesdes hepéaticas agudas. E sintetizada
em diversos tecidos como figado e ductos biliares, glandulas mamarias, pancreas e rins,
entretanto, a isoforma hepatica é a mais prevalente no soro sanguineo. Para os demais 6rgaos,
sua mensuracdo deve ser feita a partir dos seus produtos de excre¢cdo como a urina, suco
pancreatico e leite (Silva, 2015).

Allison (2015), afirmou que para avaliar doencas hepatobiliares a GGT € mais
especifica que a ALP, porém pouco sensivel, dessa forma recomendou a associa¢do de ambas

para resultados mais confiaveis.
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O uso de corticosteroides e anticonvulsivantes aparentemente possuem menores
influéncias sobre a GGT quando comparados a ALP. Atividades duas a trés vezes acima do
limite superior sdo esperados nesses casos, podendo até mesmo, ndo exceder o intervalo de
referéncia para a espécie canina (VR: 0 — 10 U/L) (Kaneko, Harvey e Bruss, 1997; Allison,
2015).

3.2.1.3 Avaliacao funcional do figado

Embora as atividades das enzimas hepaticas fornecam uma ideia da integridade
celular, elas ndo indicam qualquer alteracdo funcional do figado. Sem davida, ao construir um
painel de analise bioquimica para hepatopatia, se faz necessario a inclusdo de outros analitos
que representem a manutencédo da funcéo (Bexfield e Watson, 2006).

Os testes para avaliar a funcdo hepética incluem mensuracdo da concentracdo de
substancias no sangue que normalmente sdo sintetizadas pelo figado tais como albumina,
ureia, fatores de coagulacdo e glicose ou mesmo metabolizadas e excretadas pelo sistema
biliar, como a bilirrubina e sais biliares. Apesar de fatores extra-hepaticos influenciarem nas
alteracbes dos valores séricos dessas substancias, suas analises, em conjunto aos sinais
clinicos e achados ultrassonogréficos podem fornecer informagdes preciosas sobre a evolugéo
e a fase da doenca hepética (Allison, 2015).

a) Albumina

A albumina é a principal proteina sérica em mamiferos sendo o produto do metabolismo
proteico e sintetizada exclusivamente pelo figado. A albumina sérica pode se ligar a inimeras
substancias, compostos endogenos e diferentes horménios, agindo como uma molécula de
transporte fundamental para a homeostase. Além disso é considerada a principal proteina para
manutencdo e regulacdo da pressdo oncotica (Gatta, Verardo e Bolognesi, 2012). Em geral a
hipoalbuminemia por reducdo de sintese é observada em casos de doenca hepatica cronica,
com perda de mais de 75% na massa de hepatocitos. Entretanto, concentracdes baixas de
albumina possuem inimeras outras causas extra-hepaticas como doencas metabolicas
(diabetes), sindromes de ma absorcdo (Gatta, Verardo e Bolognesi, 2012), doencas renais,
enteropatias com importantes perdas proteicas e caquexia (Bexfield e Watson, 2006; Silva,
2015). Rodrigues (2011) relatou que em casos de processo inflamatério a albumina se

apresenta como uma proteina de fase aguda negativa diminuindo sua concentragdo sérica
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devido a inibi¢do da sua sintese por citocinas pro-inflamatorias e aumento da permeabilidade
vascular, com consequente saida para 0s espacos extravasculares. Segundo Soeters, Wolfe e
Shenkin (2019) uma mudanca na quantidade de albumina sérica também pode ser advinda do
aumento da sua taxa de degradacdo que pode ocorrer ap0s a oxidagdo, glicacdo ou mesmo
ligagdo com substancias pro-oxidativas. Toda vez que a albumina perde o potencial
antioxidante é mais rapidamente degradada o que reduz sua meia vida, sendo geralmente
influenciada por mudancas na sua carga e hidrofobicidade. Foi sugerido que isso
provavelmente afeta a endocitose realizada pelo hepatécito ou mesmo por outros tipos
celulares, como células cancerigenas e suas organelas. Em seu levantamento os autores
abriram a hipotese de que em condi¢bes de estresse, como nos processos inflamatorios a
meia-vida da albumina torna-se mais curta, em parte devido ao metabolismo acelerado.

A concentracdo € o resultado do equilibrio entre a sintese e a distribuicdo de albumina
no espaco intersticial e nas células. Embora o transporte transmembrana de albumina néo seja
completamente compreendido, especialmente em estados inflamatérios, a proporgdo entre
plasma e intersticio pode ser de 2:3, o que implicaria em uma diminuicdo na concentracdo de
albumina sérica nestas situacdes (Soeters, Wolfe e Shenkin, 2019).

Na pratica clinica, pacientes com doencas agudas, incluindo trauma e cirurgias
apresentam o chamado “estado hipoalbuminémico”, que também pode ser observado em
doencgas advindas da insuficiéncia renal ou comorbidades, como a obesidade, estilo de vida
sedentario, falhas organicas e envelhecimento, associados ou ndo a subnutricdo (Kaysen,
2009).

A hipoalbuminemia também representa um fator de risco para o tratamento médico,
estando associada a piores prognosticos. Pacientes em terapia intensiva que sofrem de choque,
infeccdo ou trauma reagem inadequadamente a um novo desafio, como a cirurgia, quando
apresentam tal achado (Fulk, Stout e Dolan, 2010; Conner, 2017).

b) Glicose

A glicose é absorvida no intestino delgado e transportada para o figado, onde os
hepatdcitos, com o auxilio da insulina a transformam em glicogénio e a armazenam (Silva,
2015).

Em animais com insuficiéncia hepatica aguda a glicemia por muitas vezes ndo se
alterar gragas a sua alta capacidade de armazenamento, mantendo suas concentragdes séricas

dentro de parametros fisiolégicos. Embora, ndo sendo considerado muito comum, em
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hepatopatias cronicas e possivel encontrar casos de hipoglicemia, relacionados a piores
prognosticos. Além deste achado a glicemia deve ser sempre interpretada em amostras obtidas
apos o jejum, ja que hiperglicemia pode ser observada no periodo pés-prandial (Allison,
2015; Silva, 2015).

Atencdo especial deve ser dada a causas extra-hepéticas, que cursam com
concentragOes baixas de glicose sérica e devem receber diagnosticos diferenciais, tais como
pancreatite aguda exdcrina, doencas metabdlicas, sepse, neoplasia pancreatica e uso de

medicamentos (Idowu e Heading, 2018).

¢) Ureia/Amonia

A amonia é sintetizada pela flora presente no intestino delgado durante a digestéo,
absorvida e direcionada ao figado via circulacdo porta. No tecido hepatico é metabolizada em
ureia e, posteriormente a proteina. Em casos patoldgicos, com perda de hepatécitos funcionais
ou mesmo reducdo de aporte sanguineo ao figado, é observado o aumento na concentracdo
sérica da amonia e consequentemente reducdo dos niveis séricos de ureia (Silva, 2015).

Embora a mensuracdo da amdnia seja mais especifica e sensivel do que a da ureia, as
dificuldades analiticas observadas no processamento da amostra a impede de ser utilizada
como rotina no laboratério. J& a mensuracgdo de ureia, ainda que apresente fortes interferéncias
extra-hepéaticas como status de hidratacdo do paciente e integridade do sistema renal, se

mostra mais confiavel por apresentar melhor estabilidade in vitro (Silva, 2015).

d) Fatores de coagulacao

Anormalidades hemostaticas sdo bastante comuns em cdes com doenca hepatica
crbnica pela falha na sintese dos diversos fatores de coagulacdo. Entretanto, deve-se estar
atento a outros fatores que também causam coagulopatias, como a deficiéncia de vitamina K.
A vitamina K é lipossoltvel, absorvida no intestino e depende da emulsificacdo da gordura
dietética pela bile. Em processos colestaticos onde ha dificuldade ou mesmo bloqueio da
excrecdo da bile para a parte duodenal do intestino, ocorre redugdo da absor¢do dessa
vitamina e consequentemente os fatores de coagulacéo dependentes dela se mostram afetados.
Animais com hepatopatia podem apresentar aumento nos valores dos tempos de protrombina
(TP), tromboplastina parcial ativada (TTPA), atividade de antitrombina (AT) e na
concentracdo de fibrinogénio (Bexfield e Watson, 2006; Allison, 2015).
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e) Bilirrubina

A bilirrubina € um dos produtos da degradacdo da hemoglobina proveniente de
hemaécias senescentes, que sdo sequestradas e destruidas pelo sistema mononuclear fagocitario
para renovacao celular. Apos lise das hemécias pelos macrofagos, a hemoglobina € clivada
em globina e grupo heme, e este novamente dividido em ferro (reutilizado na eritropoese pela
medula dssea) e protoporfirina. Esta por sua vez, é metabolizada em biliverdina e depois em
bilirrubina indireta para ser liberada pelos macréfagos. No sangue, a bilirrubina indireta se
liga a albumina, proteina carreadora que a conduz ao figado. Nessa fase também pode ser
chamada de bilirrubina ndo conjugada, ja que ainda ndo passou pelo processo de
metabolizacdo hepatica. No figado é finalmente liberada da albumina, sendo captada pelos
hepatdcitos e metabolizada com a agdo do acido glicurénico em bilirrubina conjugada. Apos
metabolizacdo hepética, a bilirrubina conjugada é entdo excretada pela bile e armazenada na
vesicula biliar até sua excre¢do no intestino delgado. J& no intestino delgado € transformada
pelas bactérias em urobilinogénio (uma pequena parte é reabsorvida e depois excretada pelo
sistema renal) e depois em estercobilinogénio e estercobilina para, finalmente sair nas fezes
(Silva, 2015).

Claramente, por depender de metabolizacdo hepatica e excrecdo via bile, patologias
que alterem a funcdo hepatica e sua excrecdo, tem como consequéncia o aumento das
concentracOes séricas das bilirrubinas. Entretanto, se faz necessario entender os mecanismos
patologicos que podem desencadear hiperbilirrubinemia antes de se estabelecer um
diagnostico causal (Silva, 2015).

As anormalidades do metabolismo da bilirrubina podem ser decorrentes de trés
principais mecanismos patologicos: A) Destruigdo acelerada dos eritrdcitos. A bilirrubina ndo
conjugada nesses casos vai estar mais elevada quando comparada a bilirrubina conjugada, que
podera ainda apresentar discreto aumento decorrente da elevacdo primaria. Neste caso ndo se
mostram dependentes de alteragdes hepaticas e sim da sobrecarga do sistema pelo aumento da
lise eritrocitaria; B) Colestase intra-hepatica decorrente de doencas hepaticas. Ha o aumento
tanto da bilirrubina ndo conjugada, como da bilirrubina conjugada, com predominio de
elevacdo da segunda. Importante ressaltar a utilizacdo de marcadores enziméticos de lesdo
hepatocelular AST e ALT para este diagnéstico diferencial; C) Casos de obstrucdo do ducto
biliar, onde ocorre predominio do aumento da concentracdo de bilirrubina conjugada
decorrente do influxo do conteudo biliar e elevacdo das concentragdes de bilirrubina nédo

conjugada em menor magnitude como consequéncia da elevacdo primaria. E possivel ainda
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associar o aumento das enzimas de inducdo pela avaliacdo colestaticas das enzimas ALP e
GGT (Allison, 2015).

3.2.2 AvaliacOes hematoldgicas e urinarias

Alteracdes qualitativas e quantitativas sdo observadas nos exames hematol6gicos,
principalmente em processos cronicos como consequéncia da reducdo das fungdes hepéticas.
Anemia discreta, ndo regenerativa, normocitica normocrémica condizente com doenca
crbnica € vista com mais frequéncia, entretanto ainda podem ser observadas anemias com
caracteristicas regenerativas secundarias a sangramentos espontaneos. Acantocitos e codocitos
sdo descritos com frequéncia, devido a alteragdo no metabolismo lipidico, entretanto ndo sdo
patognomonicos para doenca hepatica. Causa comum de hepatopatia em humanos a anemia
falciforme (Praharaj e Anand, 2021) é rara em cédes e, geralmente é secundaria a
hemoglobinopatias adquiridas (Traina e Saad, 2007). E possivel ainda, observar
trombocitopenias decorrente de hemorragias e leucograma caracteristico de processo
inflamatorio, infeccioso ou mesmo necr6tico como resposta ao processo sistémico
(Mendongca, 2014).

As alteracdes vistas na urinalise estdo principalmente correlacionadas as mudancas
que impedem a excrecdo de substancias pela via biliar. Essas substancias ndo excretadas
alteram o resultado dos testes analiticos sendo possivel observar presenca de bilirrubindria,
urobilinogénio negativo e cristais de biurato de amdnio no sedimento urinario de pacientes
hepatopatas (Bexfield e Watson, 2006).

3.3 Fisiopatogenia das hepatopatias

O termo hepatopatia tem sido largamente utilizado para descrever alteracGes hepaticas
de curso agudo ou cronico, dessa forma um hepatopata € um portador de doenca hepatica e a
causa deve ser investigada, podendo envolver hepatdcitos e células biliares, e ter origens
diversas, tais como doencas congénitas, hereditarias (Watson, 2017), hipoxia, intoxicacdes,
doencas metabdlicas, inflamacdo, neoplasias, obstrucbes e até mesmo alteracbes
hematoldgicas (Praharaj e Anand, 2021). Importante ressaltar que, apesar de muitas vezes a
origem desses distirbios ndo ser necessariamente hepatica, o Orgdo e suas fungdes sao
afetados indiretamente (Allison, 2015).

Ictericia, vOmito, anorexia, ascite, distensdo e dor abdominal espontanea ou a

palpagdo, hemorragias, hepatomegalia e convulsdes sé&o alguns sinais que o animal com
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doenca hepética pode apresentar. Muitos desses sinais sdo inespecificos, sendo necessario
associar a clinica do animal com exames laboratoriais e de imagem (Allison, 2015).

Devido a sua alta capacidade de reserva funcional, armazenamento e atividade
regenerativa, sao necessarios mais de 70% de comprometimento hepatico para que exames
laboratoriais apontem comprometimento funcional irreversivel. A insuficiéncia hepética
aguda e cronica sdo apresentacOes patoldgicas para a doenca hepética que possuem

peculiaridades e caracteristicas distintas (Pedroso e Maestri, 2019).

3.3.1 Insuficiéncia hepética aguda

Na medicina é dificil estabelecer uma defini¢do especifica para insuficiéncia hepatica
aguda, uma vez que esta se sobrepde a lesdo. Esta Gltima é considerada como dano
hepatocelular agudo ou necrose e, também pode afetar a funcdo hepatica. Ja a insuficiéncia
hepética aguda classifica esse dano celular agudo que, de tdo extenso, compromete as fungdes
de sintese, metabolismo, excrecdo e regulagdo que o figado exerce (Weingarten e Sande,
2015).

Na insuficiéncia hepéatica aguda as lesbes hepaticas ocorrem de forma subita ou
progressiva, relacionadas principalmente a sucessivos danos celulares, entretanto
potencialmente reversiveis. Os casos hiperagudos estdo relacionados a intoxicaces,
envenenamentos e doencas virais e, geralmente se instalam no intervalo de uma semana. Os
casos de evolucdo mais lenta ou subaguda podem ser facilmente confundidos com doenca
hepéatica cronica, que frequentemente sdo induzidas por uso de drogas, ou em casos de
isquemia, doencas metabdlicas e acdo de agentes infecciosos. As lesdes subagudas, apesar de
cursarem com quadros progressivos e aparentemente mais leves, apresentam progndstico
desfavoravel por mascararem a gravidade da lesdo quando comparada a casos agudos com
inicio rapido (Bernal e Wendon, 2013).

Apos injuria celular, que resulta no aumento da permeabilidade e na alteracdo da
membrana celular dos hepatdcitos, hd extravasamento das enzimas citosolicas para o fluido
extracelular e subsequente para o sangue. A magnitude do aumento da atividade enzimatica
sérica reflete 0 nimero de hepatdcitos afetados, logo quanto mais extensa a lesdo, maiores
atividades serdo observadas nos exames laboratoriais. Na bioquimica clinica encontram-se
resultados elevados das atividades de AST e ALT e, em casos mais extensos ou que cursem
com colestase, ALP e GGT. Devido a grande capacidade de armazenamento hepaético,

marcadores que avaliam funcdo hepatica podem ndo sofrer grandes alteracdes, entretanto os
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primeiros exames que se mostram alterados sdo os fatores de coagulagdo, com aumento nos
tempos de coagulacéo e resultados séricos baixos na concentracdo de albumina e ureia (Bain,
2011).

3.2.2 Doenca hepética crénica

O resultado do constante insulto hepéatico e sua consequente evolucdo cronica é a
substituicdo do parénquima por tecido conjuntivo fibroso. Devido a essa substituicdo as
atividades exercidas pelo figado se mostram afetadas. Diversas substancias que deveriam ser
metabolizadas a compostos menos nocivos ou redirecionadas a outros compartimentos, para
excrecdo ficam retidas no organismo, prejudicando a homeostase (Cullen e Brown, 2013).

Apesar da caracteristica regenerativa do 6rgao, em casos cronicos, a reconstituicao da
massa hepatica demanda tempo e depende do nimero de hepatdcitos remanescentes ainda
viaveis, do tamanho da extensdo de comprometimento, do adequado suprimento sanguineo e
da drenagem correta, para formacdo da bile. Umas variedades de fatores de crescimento
estimulam o hepatécito a se replicar, dessa forma um Unico episddio de lesdo celular, ndo
costuma afetar a estrutura da matriz, entretanto, lesbes repetitivas podem alterar a arquitetura
lobular tornando-a progressivamente distorcida e de dificil regeneracdo (Cullen e Brown,
2013).

A conversdo da arquitetura hepatica normal em l6bulos estruturalmente anormais
caracteriza a cirrose, etapa terminal e irreversivel das doencas hepaticas. Um estudo realizado
com humanos nos Estados Unidos associou um risco 4,7 vezes maior de morte em casos
diagnosticados de cirrose compensada, podendo chegar a 9,7 vezes em casos
descompensados, com baixa expectativa de vida, inferiores a 13 anos, mesmo nos melhores

casos (Ge e Runyon, 2016).

3.4 Relacgao De Ritis

As transaminases sdo enzimas cuja interpretacdo da atividade reflete a possibilidade de
lesdo hepatocelular. Muito utilizadas em painéis bioquimicos de avaliacdo hepética, o
aumento de suas atividades representa um dano potencialmente grave aos hepatocitos. Em seu
estudo, Fernando De Ritis, (1957), avaliando 121 casos de aumento nas atividades das
transaminases observou que, além do aumento de ambas as enzimas, houve também inversdo
de proporcdo das mesmas e que essas propor¢des poderiam ser utilizadas para orientar no

diagnostico de hepatite viral aguda (De Ritis, Coltorti e Giusti, 2006), denomindo a razdo
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existente entre as duas transaminases como relagdo De Ritis. A relagdo AST/ALT propicia
uma variavel numérica, que pode trazer informag6es sobre o tempo de curso e a agressividade
da doenca hepatica, prevista a partir da meia-vida relativamente curta de AST (12 h) em
comparacdo com da ALT (60 h) e da extensdo em que a lesdo celular ocorre (Sikaris e Botros,
2013).

Inicialmente descrita como uma ferramenta que auxilia no diagnostico da hepatite de
origem viral, a relacdo AST/ALT foi avaliada em outros estudos clinicos, com diferentes
doencas. Um ensaio cientifico realizado por Williams e Hoofnagle (1988) demonstrou que,
em casos de hepatite crbnica associada a cirrose em humanos, a relagdo AST/ALT
apresentava-se significativamente mais elevada, correlacionando a gravidade e evolugéo da
doenca a valores mais altos desta relacdo. Os autores ainda acrescentaram que valores acima
de 1,0 em casos de hepatite B cronica, podem sugerir que a cirrose esta presente ou em
desenvolvimento.

Em outro estudo, pesquisadores buscaram correlacionar parametros biogquimicos com
a relacdo AST/ALT de pacientes com hepatite cronica de origem viral (Karim et al., 2015). O
qgue se observou na apresentacdo dos resultados foram valores elevados de AST, ALT,
bilirrubina total e tempo de protrombina, com uma relagdo AST/ALT de 0,72 (0,33 - 1,07).
No mesmo estudo concluiram haver correlacdo positiva entre AST/ALT (>1,0) e 0 aumento
do tempo de protrombina, com alto valor preditivo positivo para deteccdo de cirrose hepatica,
novamente sendo possivel reconhecer que valores acima de 1,0 para a relacdo AST/ALT
prediz cirrose em doentes hepaticos cronicos (Karim et al., 2015).

Associaces entre casos agudos de hepatite viral e a relacdo AST/ALT também
resultaram em dados interessantes quando analisados. A abordagem feita por Gitlin (1982)
utilizou um pequeno grupo de 25 pacientes diagnosticados com hepatite viral aguda a partir
dos resultados obtidos da relacdo das transaminases e observaram que 0S pacientes
sobreviventes apresentaram intervalos mais baixos (0,31 a 0,63), quando comparados aos
pacientes que vieram a obito (1,20 a 2,26).

Atualmente os principais estudos sobre a relagdo AST/ALT na medicina,
correlacionam seu valor prognostico a diversas patologias hepaticas (Giannini et al., 2002)
como carcinoma hepatico primario (Yang et al., 2017), outros a alteragdes extra-hepaticas
como o acidente vascular cerebral (Gao et al., 2017), carcinoma de células renais metastatico
e ndo metastatico (Bezan et al., 2015; Canat et al., 2018; Kang et al., 2018), carcinoma de

celular transicionais da bexiga (Lee et al., 2016; Yuk et al., 2019), cancer pancreéatico (Riedl
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et al., 2020), carcinoma nasofaringeo (Wu et al., 2019a; Kbnittelfelder et al., 2020), dentre
outras diversas neoplasias (Wu et al., 2019b) e, mais recentemente em pacientes internados
com suspeita de COVID-19 (Zinellu et al., 2021). Dessa forma, pode- se dizer que a relacédo
AST/ALT deve ser usada, ndo apenas nas hepatopatias (De Ritis, Coltorti e Giusti, 2006), mas
também em diversas doencas extra-hepéaticas que cursem com alteracdes sistémicas (Gao et
al., 2017).

Ainda na medicina, ha discussdes sobre os intervalos de Relacdo AST/ALT em
diferentes perfis especificos de doencas hepaticas, como em hepatite oriunda do consumo
abusivo de &lcool, que mantem valores superiores a 1,5, esteatose hepética e causa
medicamentosa. Casos de rabdomidlise também podem ser acompanhados por esta razéo,
guando observado aumento da atividade da isoenzima AST de origem muscular (Sikaris e
Botros, 2013).

Embora a relagdo AST/ALT tenha sido comprovada como uma ferramenta importante
na medicina, poucos artigos cientificos abordam seu uso em animais. Um estudo publicado
em 1987 foi o primeiro envolvendo a utilizacdo da relacdo AST/ALT a um ensaio clinico
veterinario e caracterizou seu valor em cadelas saudaveis, ndo castradas, assim como
demonstrou um aumento significativo em cadelas com piometra quando comparadas a cadelas
do grupo controle (Schepper, Van Der Stock e Capiau, 1987).

Em estudo mais recente, cdes naturalmente infectados por Babesia canis foram
avaliados a partir das concentracBes séricas das enzimas de lesdo hepéticas e a proporgdo
média da relacdo AST/ALT, comparando animais anémicos e ndo anémicos, azotémicos e nao
azotémicos. Os resultados indicaram que a presenca de anemia pouco influenciou na média
dos grupos, entretanto a leséo renal contribuiu para o aumento da AST e consequentemente
elevacdo da relacdo AST/ALT (Zygner et al., 2012).

Raghu et al. (2018), apresentaram um estudo sobre o uso de marcadores de fibrose
hepética e de atividade necro-inflamatéria em cdes com doenca hepatica cronica. Dentre 0s
marcadores estudados, a relagio AST/ALT ndo obteve valor significativo para predizer
cirrose hepatica. Entretanto questdes metodoldgicas podem ter prejudicado essa andlise. A
populacdo era dividida em dois grupos a partir da confirmacgdo histopatoldgica de fibrose
hepatica. No grupo de individuos considerados saudaveis destacava-se a presenca de dois
animais com valores > 1,0, ja no grupo de animais associados a fibrose e necrose inflamatoria
hepética apenas dois animais apresentavam valores > 0,5 e nenhum animal apresentou valores

proximos a 1,0. As diferencas entre as espécies e dificuldades logisticas entre o dia da coleta
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sérica e da biopsia hepatica foram justificativas encontradas para explicar resultados
divergentes com o abordado na literatura humana.

Pensando em aprofundar o estudo da relacdo AST/ALT (De Ritis) e sua utilizacdo na
Medicina Veterinaria, esse trabalho de dissertacdo teve como principal objetivo analisar
resultados de exames hematoldgicos e bioguimicos séricos de cdes, o0 comportamento das
enzimas hepaticas e as médias da relacdo AST/ALT em diferentes diagnosticos, em 48 horas

de evolucéo, correlacionando o desfecho (6bito/ sobrevida) a estes achados.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo retrospectivo analitico cursou com a obten¢do de dados de 302 casos de cées
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
analise de 409 resultados de exames bioquimicos encaminhados aos servigos do Laboratério
de Patologia Clinica Veterinaria de janeiro a maio de 2019. Para tanto, fez-se uma pesquisa no
sistema de dados integrado utilizado pelo HV/UFMG (UNIUBE), a partir do numero de
identificacdo (ID) das amostras cadastradas e encaminhadas ao laboratério. Cada ID recolhido
era transpassado a uma tabela de resultados, junto de seu historico, suspeita clinica ou
diagnostico, data e resultados laboratoriais dos exames hematoldgicos e perfil bioquimico,
histopatoldgicos e ultrassonogréafico.

Quando citado “perfil bioquimico”, trata-se de andlises bioquimicas que incluem:
ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (GGT), glicose, proteinas totais (PT),
albumina (ALB) e globulinas (PT-ALB).

Como critérios de inclusdo, os cdes, independente da raca, sexo ou idade, deveriam
apresentar pelo menos um perfil bioquimico completo, segundo lista apresentada
anteriormente. Para 0s exames bioquimicos, as amostras encaminhadas ao laboratorio,
deveriam apresentar a caracteristica de aspecto fisico que foi definido como limpido,
discretamente hemolisado ou ictérico.

Foram excluidos os casos que ndo apresentassem conclusdo da suspeita clinica ou que
apresentaram auséncia de exame hematoldgico ou falha no perfil bioguimico ou amostras

séricas intensamente hemolisadas ou lipémicas.

4.1 Analises das amostras

O perfil bioguimico foi processado de forma semi-automatica utilizando-se o
equipamento COBAS Mira plus® (Roche) onde foram dosadas as concentracdes de ureia,
creatinina, AST, ALT, ALP, GGT, glicose, proteina total e albumina, utilizando reagentes
comerciais Biotécnica® (Varginha-MG). A globulina foi determinada a partir da subtracdo da
proteina total pela albumina. Para todas as analises seguiu-se o0 protocolo presente nas bulas
dos kits comerciais, conforme protocolo padrdo do laboratério de rotina do HV/UFMG.

Todos os resultados que se apresentaram fora do intervalo de referéncia para a espécie, foram
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repetidos e checados sendo representado pela média dos valores obtidos, em casos que se
observasse variacdo de até 10%.

Diversos casos apresentaram mais de um exame bioquimico realizado, sendo
necessario organiza-los de acordo com a data de liberacdo dos resultados pelo laboratorio. Foi
necessario também duplicar os casos em que o animal apresentava mais de um diagndstico
clinico para leitura correta dos programas de estatistica, sendo portando, necessario analisar

estatisticamente 509 resultados de exames bioquimicos.

4.2 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.6.1 (R
CORE TEAM, 2019). Com objetivos diferentes, embora complementares dividiu-se os dados

em dois capitulos distintos, para facilitar a discussao e a possivel publicacdo dos resultados.

4.2.1 Experimento 1

Para a primeira analise aplicou-se testes estatisticos para a variavel relacdo AST/ALT
descrita através dos valores médios e desvios-padrdes, separando-se 0S animais em:
“Saudaveis” e “Hepatopatas”, subdividindo-os em ‘“Hepatopata agudo” e “Hepatopata
cronico”. Para testar as diferencas entre grupos, aplicou-se teste ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis, (controle x hepatopata x hepatopata agudo x hepatopata crénico).

Os animais foram separados de acordo com o diagnoéstico, resultados do perfil
bioquimico e exame ultrassonografico. Quando observado o aumento de ambas as
transaminases, estando presente ou ndo o aumento sérico da ALP e GGT, associado a
manutencdo das concentracGes séricas de ureia, glicose e albumina, e aumento difuso da
ecogenicidade observada ao ultrassom o animal foi classificado como “Hepatopata agudo”.
Quando observado casos em que ambas as enzimas de lesdo apresentam niveis normais de
acordo com a referéncia para a espécie, reducéo das contracGes séricas de ureia e albumina,
associado a caracteristicas ultrassonograficas de cirrose como irregularidades de textura e
contorno hepéatico ou mesmo ascite correlacionada a diminuigdo sérica da albumina, os
animais foram direcionados ao grupo “Hepatopata cronico”.

Com a finalidade de avaliar o efeito da caracteristica fisica da amostra sobre a relagdo
AST/ALT, aplicou-se o teste estatistico de Mann-Whitney em resultados de amostras de

animais saudaveis que apresentaram soro limpido ou discretamente hemolisado.
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Acrescentou-se a essa analise os valores hematoldgicos obtidos através do
hemograma: Hemécia, Hemoglobina, Hematocrito (Ht), Volume Corpuscular Médio (VCM),
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), amplitude de distribuicdo dos
glébulos vermelhos (RDW), contagem de leucdcitos totais, neutrdéfilo em bastdo, neutréfilos
segmentados, linfocitos, monacitos, eosindfilos, basofilos e plaquetas.

Ap6s a compilagdo dos dados construiu-se uma tabela de correlagBes par a par entre a
relacdo AST/ALT e todas as variaveis numericas (analise multivariada). Esta analise
multivariada avaliou todas as variaveis em conjunto, levando em consideracdo a correlacéo
entre elas. Aplicou-se também o teste de comparag¢fes maltiplas (post-hoc) de Dunn em todas

as variaveis para todos os grupos avaliados.

4.2.2 Experimento 2

Para a andlise seguinte, referente ao valor progndstico da relacdo AST/ALT aplicaram-
se testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis, que avalia diferencas entre mais de dois grupos.

Para analise multivariada acrescentou-se aos dados os valores hematologicos:
Hemacia, Hemoglobina, Ht, VCM, CHCM, RDW, leucécitos totais, neutrofilo bastéo.
Neutréfilos segmentados, linfécitos, monadcitos, eosinofilos, baséfilos e plaquetas. Graficos
para teste de comparagdes multiplas (post-hoc) de Dunn foi feito avaliando todas as variaveis
do conjunto.

A tabela preparada para andlise foi convertida a formato apropriado e realizada de
forma ndo paramétrica através do teste de Spearman sendo calculado para todos os pares de
variaveis as correlacdes que apresentassem caracteristicas moderadas, fortes e muito fortes de
semelhanca.

Os grupos foram divididos em controle, sendo representado por pacientes que néao
apresentaram historicos ou suspeita clinica nem alteragdes fisicas ou laboratoriais compativeis
com doenca e o grupo de doentes que foram classificados de acordo com historico,
diagnostico listado na ficha clinica ou efetuado a partir dos resultados dos exames
laboratoriais  sendo:  cistite/urolitiase, fratura/trauma, patologias gastrointestinais,
hemoparasitose, hepatopatia, intoxicagdo/envenenamento, leishmaniose, acdo medicamentosa,
nefropatias, paciente oncoldgico, piometra, problemas de pele. Houve ainda a necessidade de
caracterizar melhor determinados grupos. Dessa forma foram compostos subgrupos a partir da

analise dos grupos maiores: hepatopatia aguda e cronica; doente renal cronico e insuficiéncia
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renal aguda; enterite e gastrite; leishmaniose com IRA; pacientes oncol6gicos no momento do
diagndstico (ndo tratados) e tratados e; problemas de pele simples e sistémicos.

Para analise do efeito do tratamento pelo tempo, foi feito a média da Relacdo
AST/ALT dos grupos que apresentavam pacientes com pelo menos dois tempos de avaliagdo
laboratorial (Oh e 48h). Logo no tempo Oh (MO) os pacientes eram atendidos em meia a crise
de hepatopatia aguda, onde eram estabilizados e mantidos em terapia no ambiente hospitalar.
N&o foi levada em conta qual terapia foi estabelecida para cada caso. Ap6s 48h (M48) do
primeiro exame (MO0), um segundo exame foi incluido na analise para avaliar evolucdo e
estabilizacdo do caso a partir da média da relacao.

Para avaliar o efeito da relagdo AST/ALT na chance de morte, foi ajustado um modelo
de regressdo logistica, adequado a dados dicotdmicos (vivo/ébito), sendo calculada a razéo

das chances de morte, juntamente com o seu intervalo de confianca.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1- DETERMINACAO DA RELACAO AST/ALT EM CAES
CONTROLE E HEPATOPATAS

Dos 302 casos incluidos no estudo, 83 foram alocados no grupo “Controle” sendo que
38 casos vieram a consulta para realizar exames pré-operatérios (47%), 12 realizaram exames
de check up, retorno cirdrgico e suspeita/diagnostico de otite (cerca de 8% cada) e nove casos
estavam correlacionados a suspeita ou diagnéstico de afeccdo ocular (11%). Embora estes
animais ndo tenham sido considerados higidos foram classificados como grupo controle para
0 estudo por ndo apresentarem comprometimento hepatico que pudesse interferir nos
resultados analisados.

No grupo “Hepatopatia” foram incluidos 76 exames bioquimicos. Apos subdivisdo, 61
resultados bioquimicos compuseram o subgrupo “Hepatopatia aguda” e outros 15 o0 subgrupo
“Hepatopatia cronica”.

Foram analisadas as médias e desvios padrdes das atividades de enzimas de lesdo
hepatica (AST e ALT) e de inducgéo/colestase (ALP e GGT), associados as dosagens de ureia,
creatinina, glicose, proteina total e albumina, demonstrados na Tabela 1. Nos resultados dos
animais do grupo controle todas as enzimas se apresentavam com as atividades dentro da
referéncia para a espécie canina. No grupo hepatopatia os valores das enzimas de lesao,
inducdo, a ureia e creatinina demostraram medias e desvios padrdes de concentracdo sérica

mais elevados. As elevacdes nas atividades dessas enzimas de lesdo e inducdo ja sdo bem



35

reconhecidas e correlacionadas aos insultos nos hepatocitos. Apods lesionado, os hepatdcitos
apresentam alteragdo da permeabilidade da sua membrana, causando extravasamento
enzimatico citoplasmatico e das mitocondrias para o sangue, aumentando assim as atividades
séricas (Allison, 2015). Possivelmente por representar a maior parte da populagcdo do grupo
hepatopatias, 0 subgrupo hepatopatia aguda apresentou o mesmo perfil de analise do seu

grupo de origem.

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrdo dos exames bioquimicos de cdes controle e hepatopatas,
subdivididos em agudo e crénico.

EXAME (.BRUPOS - -
BIOQUIMICO Controle Hepatopatia Hepatopatia Hepatopatia
(n=83) (n=76) aguda (n=61)  crbnica (n=15)
© SIZ_IJ/L)* 47,06 + 26,34  183,1+183,7° 223 +188,1° 36,23 + 22,417
AST a b b b
(0 66 U/L)* 29,12 + 7,84 213,4 +431,6 257,3 +477,8 51,64 + 27,44
ALP a b b b
(0 - 156 U/L)* 68,44 £ 46,31 708,3 £ 1145 807,7 £ 1269 341,6 £ 254,2
GGT 6,36 = 8,71° 22,1 +49,6° 25,9 +55,31° 8,43 + 7,69%
(0 _ 10 U/L)* 1 - ) 1 - ) 1 - 1 ) - 1
UREIA
42,3 + 27,132 103,8 + 101,5° 122,5+106,1° 34,98 + 30,45°
(21_60 mg/dL)* 1 1 7 1 i 1 ) 1
CREATININA
0,94 + 0,442 2,24 +2,63° 2,65+ 2,83° 5,28 + 18,06%
(0’5_1,5 mg/dL)* H ’ H ’ H ’ H ’
GLICOSE

+ a + a + a + a
(65 - 118 mg/dL)* 100,3+28,9°  9343+41,02* 96,58 +42,84°  81,81+3195

PROTEINA TOTAL
(5,4 -7,1g/dL)*
ALBUMINA

(2,6 — 3,3 g/dL)*

AST- Aspartato aminotransferase; ALT - Alanina aminotransferase; ALP — Fosfatase alcalina; GGT —

Gama glutamiltransferase; Proteina T.- Proteina total; n - Nimero de exames. *Valores de referéncia

Kaneko, Harvey e Bruss, 1997.

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05)

6,1 +0,83* 528 +1,4° 5,43 +1,26° 471+1,8°

2,96 +0,45° 2,16 £ 0,69 2,29 +0,66° 1,62 +£0,5°

No subgrupo hepatopatia cronica as enzimas AST e ALT, e a GGT apresentaram
diminuigdes expressivas em suas atividades séricas. Apos constantes lesdes e insulto hepatico,
a consequente evolucdo é a substituicdo do parénquima hepéatico por tecido conjuntivo
fibroso. A quantidade de AST e ALT presente nos hepatocitos para serem liberadas
diminuem, dessa forma podendo apresentar atividades séricas normais ou mesmo reduzidas
para a espécie (Allison, 2015). Embora a biopsia hepéatica ante mortem seja indicada para

casos de suspeita de cirrose, na rotina veterinaria esta pratica ndo é uma rotina, dessa forma os
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exames de imagem aparecem no cenario atual como um importante aliado na analise e
acompanhamento do parénquima hepatico, como descreveram Silva et al. (2020). Dos
pacientes analisados, consideramos as alteracdes compativeis com fibrose hepética observada
no exame ultrassonografico uma importante variavel para realocacdo no subgrupo hepatopatia
cronica. Apesar de sua importancia como funcéo hepatica, a capacidade de armazenamento de
substancias e vitaminas se perde apds substituicdo do parénquima. Moléculas que requerem
sintese hepatica tendem a reduzir suas concentracfes sericas apresentando-se muitas vezes
abaixo dos intervalos de referéncia, como visto para a ureia, proteina total, albumina.

As concentracdes séricas de glicose de mostraram constantes em todos 0s grupos e
subgrupos analisados. A glicose, embora metabolizada e armazenada no figado, manteve seus
valores médios dentro dos intervalos fisioldgicos, possivelmente gracas a alta capacidade de
armazenamento, sendo raros 0s casos de hipoglicemia mesmo em hepatopatias crénicas,
embora associados a um mal prognostico quando presente, como mencionado por Allison
(2015) e Silva (2015).

Os valores hematoldgicos dos casos analisados estdo demostrados na tabela 2 a partir
dos dados médios e desvio padrdes de cada grupo. Dos dados analisados, o grupo hepatopatia
e subgrupos agudo e crbnico apresentaram anemia discreta. Possivemente esse achado esta
envolvido pela supressdo ou defeito na producdo dos eritrocitos devido a doenca hepética
inflamatoria, redugdo da sintese, metaboliza¢do e armazenamento de hormdnios, vitaminas e
minerais importantes para producdo eritride como a eritropoietina, vitamina K e ferro,
respectivamente. Outras possiveis causas incluem hemorragias expontaneas devido a baixa
sintese dos fatores de coagulacdo pelo figado. A avaliacdo da concentracdo de hemoglobina
média apresentou reducdo dos valores, caracterizando anemia hipocrémica. Possivelmente
relacionada a deficiéncia de ferro pela inadequada reutilizacdo deste mineral pelo sistema
mononuclear fagocitario como mencionado por Weiss (2010).

No leucograma, o grupo de hepatopatia apresentou discreto aumento na contagem total
de leucdcitos, provavelmente pela intensa leucocitose observada no subgrupo hepatopatia
crbnica (Tab. 2). A leucocitose observada apresentava desvio nuclear de neutréfilos a
esquerda (DNNE) com aumento da presenca de neutrofilos bastonetes. Bexfield e Watson
(2006) relacionaram as hepatopatias a processos infecciosos, inflamatorio e necrotico. O
figado apresenta importante papel na linha de defesa das respostas imune feita a partir dos

macrofagos situados no 6rgdo (células de Kupffer, células Natural Killer (NK) e células
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dendriticas (Gerken e Knolle, 2000), dessa forma é de se esperar intensas respostas celulares

nos processos de hepatopatias.

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo dos exames hematoldgicos de cées controle e hepatopatas,
subdivididos em agudo e crénico.

GRUPOS
HEMOGRAMA* Controle Hepatopatia Hepatopatia Hepatopatia
(n=83) (n=76) aguda (n=61) cronica (n=15)
65 _';i'\"xfiocs'gl i) 062088  473%115  480:112  446%126
Hﬂ\g?(fé-ggl'_')\"* 152+228  1030+28L  1051+276  952+289
HE'EQ?I?SCO/F:)'TO 45+5,74 3248 338 30£8
" O\{(;';"fL) 6772+380 67,87+397  6829:+380  6634%437
(Sch';é:g//' i) 3399+1,37 31,46+208 3159+215  30,98+17
'—ELJ(g(%g_';(ggJigA's 11919 +3787 19432 +8815 18077 +6771 24428 + 15600
a')ggg}sgte 143+225 7611034 532 + 697 1602 + 2186
2O%G§Tf§38fﬂ) 10404 +5794 16202+ 7702 15252+ 6134 19707 + 13459
58581?0 o) 2142 + 1124 1331+ 765 1231 + 739 1701 + 777
(“f;’g‘i%,';% D) 584+382 1009 + 727 979 + 678 1121 + 901
(El%%?foiSI(())/uL) 575 + 420 238 + 235 227 +222 274 + 282
oy e e
PLAQUETAS 285 + 112 280 + 158 259 + 160 354 + 94

(200 -500x103 céls/mL)

CHCM- Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; VCM- Volume Corpuscular Médio; N.- Neutréfilo. *Valores de referéncia Rizzi

et al. (2010).

No grupo “controle”, realizou-se uma subdivisdo a partir da caracteristica fisica do

soro. Obteve-se entdo 31 exames bioquimicos compondo o subgrupo “Limpido” (37%) e 52
exames bioquimicos compondo o subgrupo “Discretamente hemolisado” (63%). Apds analise
estatistica com a variavel relacdo AST/ALT, os valores médios e desvio padrdo para cada
subgrupo ndo apresentaram diferenga significativa, onde 0,79 + 0,38 correspondeu ao
subgrupo Limpido e 0,75 + 0,39 ao subgrupo Discretamente hemolisado. No subgrupo
discretamente hemolisado h& dois casos apresentando valores da relacdo AST/ALT 1,76 e
1,82, ja no subgrupo limpido é possivel observar trés outliers apresentando relagdo de 1,62,

1,73 e 1,83. Valores assim representados podem estar relacionados a fatores extra hepaticos,
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com discreta reducédo dos valores de ALT, ou mesmo discretos aumentos de AST ainda dentro

dos valores de referéncia para a espécie. (Figura 1).

Mann-Whitney p.value = 0.698
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Figura 1 - Andlise estatistica da variavel Relagdo AST/ALT do grupo controle a partir da
caracteristica fisica do soro.

AST — Aspartato aminotransferase. ALT — Alanina aminotransferase. DH — Discretamente
hemolisado. O * representa pacientes com valores outliers.

As médias dos valores da Relagdo AST/ALT obtidas dos grupos analisados foram
expostas juntas na tabela 2. No grupo controle a média encontrada foi de 0,76 com desvio
padrdo de 0,39 (min. 0,15, max. 1,83). Valores obtidos em estudo anterior com cadelas
saudaveis apresentaram média de 0,6 = 0,2 (Schepper, Van Der Stock e Capiau, 1987), cuja

média foi muito parecida com a encontrada no presente estudo.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo da Relagdo AST/ALT encontrada em cées considerados
controle e portadores de Hepatopatia, subdivididos em aguda e cronica.

Grupos Relacdo AST/ALT Desvio Padréao
Controle (n=83) 0,762 0,39
Hepatopatia (n=76) 1,372 1,43
Hepatopatia aguda (n=61) 1,292 1,54
Hepatopatia crénica (n=15) 1,71b 0,79

AST - Aspartato aminotransferase; ALT - Alanina aminotransferase; n - Nimero de exames. Letras
diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,001).

E possivel que a idade, o sexo e até mesmo a raca possam influenciar de forma
discreta esta relacdo. Valores acima de 3,0 sdo observados em recém-nascidos, entretanto ndo

se mantém, reduzindo nos cinco dias de vida subsequentes. Em humanos adultos, estudos



39

sobre os intervalos de referéncia da AST e ALT demonstraram que homens apresentam
atividades mais elevadas do que mulheres, entretanto a relacdo AST/ALT é mais elevada em
mulheres (Sikaris e Botros, 2013). Watson (2017) relaciona a influéncia genética de algumas
racas ao aparecimento de hepatopatias provenientes de anormalidades anatbmicas como é
visto, por exemplo, nos desvios portossistémicos e ha ma formacéo da placa ductal. A hepatite
cronica foi correlacionada ao género e idade de algumas racas em estudo realizado no Reino
Unido em 2012 por Bexfield e colaboradores. A idade média para cées obtida no estudo foi de
oito anos, no entanto Dalmatas, Pinschers Dobermann e Springer Spaniels
Ingleses apresentaram-se significativamente mais jovens e destoante das outras racas
estudadas. No geral, as fémeas representaram uma proporcéo de 1,5:1 quando comparado a
machos da mesma raca. Apenas da raca Cocker Spaniel Americano teve super-representacao
0 sexo masculino. Uma das teorias levantadas no estudo estd relacionado a possivel
predisposicdo de sexo feminino & doengas autoimunes mediadas por células de defesa a
proteinas dos hepatocitos (Bexfield et al., 2012).

Ao analisar a média e desvio padrdo do grupo Hepatopatia o valor da Relagédo
AST/ALT (1,37 + 1,43) apresentou valores superiores aos do grupo controle (0,75 + 0,39),
embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica. Acredita-se que, apés instalar terapia de
suporte e tratamento adequado, diversos casos, principalmente os agudos, apresentaram
tendéncia de melhora, reduzindo os valores desta relacdo a niveis estatisticamente
semelhantes aos de cdes saudaveis. Outra observacdo relevante é com relacdo a amplitude dos
resultados observados neste grupo. Como pode ser visto no grafico que houve uma
heterogeneidade grande, compreendendo desde animais com valores semelhantes aos do
grupo controle até animais com razdes duas vezes maiores. Corrobora essa afirmativa a média
e desvio padrdo obtidos no subgrupo Hepatopatia aguda, 1,29 + 1,54 (min.0,09, max.7,9), que
também ndo demonstraram diferenca estatistica. Vale ressaltar que a menor razdo observada
neste grupo foi de 0,09, mas a maior foi mais de 6x (84%) acima da maior relacdo observada
em animais do grupo controle, o que demostra a gravidade da alteracdo. Ao analisar o
subgrupo Hepatopatia crénica a média, no entanto se apresentou mais elevada, sendo 1,71
com desvio padrdo 0,79 (min.0,67, max.3,08), valores esses estatisticamente diferentes

quando comparados aos do grupo controle (Figura 2).
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Kruskal-Wallis p.value < 0.001
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Hepatopatia (agudo)
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Figura 2 Relacdo AST/ALT de cdes considerados controle e com Hepatopatia subdivididos em
Hepatopatia aguda e Hepatopatia Cronica.

AST - Aspartato aminotransferase. ALT- Alanina aminotransferase. O * representa paciente com valor
de Relagdo AST/ALT outliers aos demais que compdem o grupo. Teste ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis (p<0,001).

De Ritis apresentou ha mais de 60 anos a relagio AST/ALT para auxiliar no
diagndstico de casos de hepatite viral aguda. Ao longo do tempo esta relacdo se mostrou Util
para além dos casos agudos em humanos. Gitlin (1982), demostrou intervalos de 0,31 a 0,63
para pacientes com hepatite viral aguda sobreviventes, contra uma razédo de 1,20 a 2,26 para
ndo sobreviventes, cerca de 25% de acréscimo. Tanto Williams e Hoofnagle (1988), como
Karim et al. (2015), estudando hepatite crénica apresentaram correlagéo positiva de valores
>1,0 para casos de cirrose em humanos. Além disso, diversos autores demonstraram que a
relacdo se mostra muito Gtil para o estabelecimento do progndstico em diversas neoplasias
(Yuk et al., 2019; Wu et al., 2019a; Riedl et al., 2020; Knittelfelder et al., 2020), patologias
vasculares (Gao et al., 2017) e infeccOes sistémicas (Zinellu et al., 2021). Em todos estes
estudos houve correlagdo do aumento da relagdo a prognosticos ruins e 6bito. Considerando
os intervalos obtidos ndo se pode empregar a mesma razdo (>1,0) na medicina veterinaria
como um ponto de corte para diagnéstico de cirrose, ja que tanto individuos do grupo controle
quando hepatopatia aguda apresentavam razdes acima de 1,0. Entretanto a diferenca
estatistica observada permite concluir que pacientes com hepatite crénica apresentam
elevacdo gradativa da razdo AST/ALT com a evolugéo da doenga.

Na veterinaria, dados obtidos de cadelas com piometra, apresentaram aumento
expressivo da enzima AST e reducdo da ALT, consequentemente elevando a relacdo
AST/ALT a valores proximos a 2,5 (Schepper, Van Der Stock e Capiau, 1987). Outro estudo
com cdes infectados por Babesia canis compararam o efeito da anemia e da azotemia na
relacdo AST/ALT em casos agudos de lesdo hepatica. Em ambos o0s grupos os caes

apresentaram valores elevados da relagcdo AST/ALT, sendo 1,52 =+ 1,15 e 2,68 £ 1,52,
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respectivamente. Embora altos, os valores do grupo anemia quando comparado ao grupo de
animais ndo anémicos, ndo influenciou a relagdo, diferente da anélise feita a partir do aumento
de ureia e creatinina. Foi observado que a azotemia apresentava correlacdo positiva, sendo
visto que 0 aumento nas concentracfes séricas de ureia e da creatinina elevariam o valor da
relacdo AST/ALT, sugerindo que a lesdo renal contribui para o aumento da atividade AST em
caes (Zygner et al., 2012). Infelizmente, o grupo ndo deixa claro qual mecanismo e como se
relacionam com o aumento da relacdo, entretanto pode se pensar que o aumento da
concentracdo sérica da AST seja decorrente do acréscimo da isoenzima de origem renal.

No estudo é observado que em casos de hepatopatia crénica a ureia diminui
possivelmente pela substituicdo do parénquima hepatico e ndo metabolizacdo dos compostos
nitrogenados. Em casos de suspeita de lesdo renal a creatinina se mostra excelente variavel
para avaliacdo diferencial se hd ou ndo acréscimo na concentracdo sérica de AST de origem
renal o que aparentemente acontece neste grupo especificamente.

Observou-se a necessidade de estabelecer correlagdes entre as principais variaveis
analisadas e a Relacdo AST/ALT. Essa necessidade se deu pela falta de informacgdes na
medicina veterinaria em responder quais analitos possuem correlacdo significativa com a
relacdo estudada. Apenas as correlacdes consideradas significativas foram reportadas na
Tabela 3, embora outras tenham sido realizadas, tais como com a creatinina e com a proteina

total plasmatica.

Tabela 4 - Correlagdo observada entre a Relacdo AST/ALT atividade de GGT, ALT, ALP e
concentracdo de albumina séricas de 76 cdes com hepatopatia.

Variavel 1 Variavel 2 Valor da Correlacao Valor p
AST/ALT GGT -0,54 <0,001
AST/ALT ALT -0,49 <0,001
AST/ALT ALP -0,47 <0,001
AST/ALT Albumina -0,46 <0,001

AST - Aspartato aminotransferase; ALT - Alanina aminotransferase; ALP - Fosfatase alcalina; GGT -
Gama glutamiltransferase. Resultados negativos expressam correlacfes inversas.

Valores de GGT, ALP, ALT e albumina se apresentaram inversamente
correlacionados a Relagdo AST/ALT. Isso significa que, quanto maior o valor da relagéo,
menores sdo os valores observados para as atividades dessas enzimas e da albumina. E de se
esperar que 0 aumento da relacdo venha associado a reducdo na atividade sérica da ALT ja

que esta faz parte da razdo matematica entre as transaminases na posi¢do de denominador.
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Em humanos, sdo relatadas correlagdes positivas entre AST/ALT e o aumento no
tempo de protrombina, bem como a redugdo na contagem de plaquetas e o aumento da relagéo
AST/ALT. A relacdo negativa a valores de albumina, encontrada neste estudo também ja foi
documentada, entretanto, sem apresentar diferenca estatistica no estudo de Karim et al.
(2015).

A albumina é um importante analito bioquimico para avaliacdo da funcdo hepatica.
Por sua sintese depender quase que exclusivamente da integridade do hepatocito, doentes
hepaticos cronicos que estdo evoluindo para cirrose, apresentam reducdo das concentragdes
séricas dessa proteina. A grande surpresa ficou com a correlagdo negativa entre a GGT e a
ALP. Tanto a Gama glutamiltransferase, como a Fosfatase alcalina séo consideradas enzimas
de inducdo e avaliam com maior exatiddo doencas que apresentem alteracdo na estrutura
celular dos ductos biliares. Para cées, embora a GGT seja mais especifica, ela apresenta
menor sensibilidade quando compara a ALP, sendo mais indicada a mensuracdo conjunta de
ambas as enzimas (Allison, 2015). O aumento dessas enzimas é esperado em casos de lesGes
hepéticas agudas pela inducdo realizada nos hepatécitos. Embora isso aconteca, os dados
obtidos foram contrarios apresentando atividades enzimaticas menores de GGT e ALT
associados a aumentos da relagdo AST/ALT em doentes hepéaticos. Noguchi et al. (2002),
avaliaram os possiveis efeitos hepatotoxicos da utilizacdo do 6leo de copaiba em ratos e
presenciaram 0 mesmo efeito negativo sendo observado de forma isolada nas mensuracgdes da
GGT. Embora tenham afirmado que, para a espécie, a avaliacdo da enzima ndo seja tdo
eficiente para o diagndstico de colestase, justificaram a observacdo pela diminuicdo na
captacdo mitocondrial de oxigénio e por consequéncia inibicdo enzimatica. Ainda que néo
possamos confirmar a mesma resposta patolégica na espécie canina, uma possivel hipdtese
que justifigue a manutencdo das concentracdes séricas das enzimas seja a inibicdo enzimatica
devido a hipoxia no 6rgdo. O mesmo efeito inverso também foi encontrado em cées
diagnosticados com leptospirose, e embora tenham correlacionado lesGes hepaticas agudas a
colestase, ndo houve aumento da enzima GGT (Freire, Varges e Lilenbaum, 2008).

Acreditamos ainda, que haja outras correlacOes capazes de serem estabelecidas, como
a avaliacdo sérica da bilirrubina e suas fracbes e a analise do tempo de protrombina em
relacdo a razdo AST/ALT, nédo sendo possivel relaciona-las nesse estudo por se tratar de uma
metodologia retrospectiva.

Para cada grupo e subgrupo analisados nesse estudo foi realizada analise multivariada

com a finalidade de se obter as correlagGes especificas do perfil de cada grupo. No perfil de
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animais controle, as varidveis preditoras que melhor responderam a anélise do grupo foram os
valores de glicose, CHCM, albumina e hematdcrito, normalmente associados a valores mais
altos dessas variaveis e valores menores das varidveis leucdcitos totais e bastonete como

observado na Figura 3.
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Figura 3 - Andlise multivariada que melhor representam os caes do grupo controle.

Alb - Albumina; Plag - Plaquetas; Ht - Hematocrito, CHCM - Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média; Glic - Glicose; Glob - Globulina; Creat - Creatinina; AST - Aspartato
Aminotransferase; ALT - Alanina Aminotransferase; LeuTot - Leucécitos totais; Bast - Neutrofilos
bastonetes.

O grupo hepatopatia representa a unido dos subgrupos hepatopatia aguda e cronica. Ao
analisarmos o grupo hepatopatia e subgrupo hepatopatia aguda observamos que a populacao
no geral é representada por um perfil espacado e multivariado. Boa parte da sua populagédo
corresponde a fase aguda da doenca, possivelmente por isso, o perfil grafico se mostra igual
na analise de ambos os grupos. A partir do grafico é possivel afirmar uma correlacdo positiva
entre a Relacdo AST/ALT, globulina e creatinina, e de forma inversa as variaveis albumina e
plaquetas (Figura 4).

Tanto a albumina como a trombopoetina, sdo sintetizadas no tecido hepatico.
Possivelmente a correlacdo inversa de seus valores ao aumento da relacdo AST/ALT, esta
relacionada a baixa metaboliza¢do por parte dos hepatocitos tendendo a cronicidade. Pohl et
al. (2001) e Du et al. (2019) confirmaram em seus estudos que valores menores da contagem
de plagueta estavam relacionados ao aumento da relacdo AST/ALT. Valores iguais ou acima
de 1 para AST/ALT, associados a contagem plaquetaria menor que 150 mil/mm3 eram
altamente sensiveis para predizer diagnostico de fibrose grave e estagios avangados de cirrose

em humanos (Pohl et al., 2001). Embora esta analise ndo tenha sido realizada no presente
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estudo, pdde-se observar extremos opostos no grafico da analise multivariada, reforcando a

importancia da avaliacdo plaquetaria em individuos portadores de hepatopatias.
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Figura 4 - Andlise multivariada do grupo Hepatopatia e subgrupo Hepatopatia aguda.

Alb - Albumina; Plagq - Plaquetas; Ht - Hematdcrito, CHCM - Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média; Glic - Glicose; Glob - Globulina; Creat - Creatinina; AST - Aspartato
Aminotransferase; ALT - Alanina Aminotransferase; LeuTot - Leucécitos totais; Bast - Neutrofilos
bastonetes.

Embora apresente perfil espacado, a pequena populacdo analisada do subgrupo
hepatopatia crénica, apresentou valores elevados de leucdcitos totais e bastonetes que a
principio lhes conferiram caracteristicas de varidveis preditoras para esse perfil. Devido ao
nimero pequeno da populacdo desse grupo é necessario que a analise do grafico ocorra caso a
caso (Figura 5).

De modo geral, o leucograma encontrado nos pacientes com hepatopatias se mostrou
compativel com o processo inflamatorio, infeccioso ou necrético que cursa em paralelo a
doenca, da mesma forma como postularam Bexfield e Watson (2006). Na analise dos 15 casos
que compuseram o subgrupo da hepatopatia cronico oito casos apresentavam alteragdo em
ultrassom com mineralizagdo e possivel abcesso hepatico, cinco apresentavam endometrite
bacteriana e dois intoxicacdo por planta toxica. A importancia de se analisar cada caso
individualmente é perceber o padrdo diagnostico que compde esse grupo, cdes com uma

afeccdo primaria causando intensas e irreversiveis lesdes ao figado.
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Figura 5 - Andlise multivariada do subgrupo Hepatopatia cronica.

Alb - Albumina; Plag - Plaquetas; Ht - Hematdcrito, CHCM - Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média; Glic - Glicose; Glob - Globulina; Creat - Creatinina; AST - Aspartato
Aminotransferase; ALT - Alanina Aminotransferase; LeuTot - Leucécitos totais; Bast - Neutrofilos
bastonetes.

Mendonca (2004) observou que cdes com hepatopatia apresentavam aumento na
contagem de leucdcitos em comparacao ao grupo controle. Embora ndo tenha deixado claro
qual grau de comprometimento hepatico, seu estudo corrobora com os dados aqui analisados.
Imunologicamente, o figado desempenha um importante papel para a defesa do organismo.
Diversos autores ja descreveram a atuacdo das células ndo parenquimatosas do figado frente a
resposta imune. As células de Kupffer (macrofagos), células NK, células dendriticas e até
mesmo diferentes tipos de linfocito exercem papel fundamental na ativacdo do sistema
complemento, opsonizacdo local para remocdo de endotoxinas e bactérias, que em
decorréncia da circulacdo adentram no organismo e, até mesmo sintese de imunoglobulinas
(Gerken e Knolle, 2000; Racanelli e Rehermann, 2006; Crispe, 2009). Pacientes humanos
com grave acometimento hepético apresentaram maior prevaléncia de infec¢fes bacterianas
segundo Matos et al. (2003). Ainda de acordo com o0 mesmo estudo, 25% dos casos de
pacientes hepatopatas apresentavam também infec¢bes urindrias e pneumonias, 0 que
agravava ainda mais seu estado clinico, aumentando a chances de morte. Possivelmente, para
0s pacientes com hepatopatia cronica, a baixa na linha de defesa do 6rgdo possa apresentar o
influxo de diversos patdgenos ao organismo, instalando infec¢fes secundarias as hepatopatias.
Por todo o exposto fica claro o quanto pacientes com doencas hepéticas podem ter seus

quadros clinicos agravados e devem ser monitorados quanto aos exames laboratoriais.
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5.2 EXPERIMENTO II- RELACAO AST/ALT DE CAES ENFERMOS E SUA RELACAO
COM O PROGNOSTICO

Ap0s andlise dos 509 resultados bioquimicos, a divisdo dos grupos e subgrupos foi
disposta no formato de tabela anexada ao trabalho (ANEXO 1). Os grupos que apresentaram
maiores nimeros de exames bioquimicos analisados foram o grupo controle, leishmaniose,
hepatopatias e oncoldgico.

A leishmaniose canina é categorizada como zoonose endémica em toda grande Belo
Horizonte. Desde 1994 com o primeiro caso de Leishmaniose Visceral Humana os indices
epidemioldgicos de casos em humanos sdo crescentes. A prevaléncia no numero de casos
caninos apresenta-se de forma paralela podendo-se observar na rotina veterinaria 0 aumento
nos ndmeros de animais infectados (Morais et al., 2015). As hepatopatias estdo muito
presentes nas patologias caninas por se correlacionarem a qualquer lesdo que as células
hepaticas possam apresentar, incluindo hipoxia, intoxicacdes, doencas metabdlicas,
inflamacdo, neoplasias e obstrucbes, sejam lesbes diretas ao 6rgdo ou mesmo de forma
secundaria (Allison, 2015). Com a mudanca social familiar e consequentemente inclusdo de
caes e gatos como membros da familia, cdes e gatos tém vivido mais e com isso doencas
crbnicas como cancer, problemas renais podem ser mais vistos na rotina clinica (Modiano e
Breen, 2007). Além disso, a presenca de uma equipe especializada em pacientes oncologicos
no hospital veterinario da UFMG pode ser uma resposta ao grande numero de casos incluidos.

As médias e desvios padrdo da relacdo AST/ALT de todos os grupos analisados se
encontram na Tabela 4.

O grupo Piometra foi o que apresentou a maior média e desvio padrdo de todos 0s
grupos (2,67+3,6) para a relacdo AST/ALT. Cées com diagnostico de hiperplasia endometrial
cistica, a piometra, apresentaram valores de Relagdo AST/ALT acima de 2,0 em estudos
anteriores (Schepper, Van Der Stock e Capiau, 1987). Possivelmente esse fenbmeno pode ser
explicado pela transmigracdo bacteriana e das endotoxinas da Eschericia coli que agem no
figado causando hepatotoxicidade, conforme mencionaram Marinska e Crovador (2019).
Ainda nesse mesmo estudo, 0s autores observaram que a ALT apresentava atividades séricas
menores sendo representado pela média 37,10+45,9 U/L (VR: 0 - 102 U/L), categoricamente
dentro dos valores de referéncia para a espécie, enquanto valores elevados de AST
apresentaram média 54,3+44,8 U/L chegando a ultrapassar em alguns casos analisados o valor
de referéncia para a espécie (VR: 0 — 66 U/L).
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Tabela 5 - Numero de exames relacionados, média e desvio padrdo da relacdo AST/ALT dos grupos
analisados no estudo.

RELACAO AST/ALT

Grupo N Média Desvio padréo (S)
Controle 83 0,762 0,39
Leishmaniose 83 1,67 o 1,26
Hepatopatia 76 1,37 abd 1,43
Oncoldgico 69 1,07 ab 0,76
Piometra 42 2,67¢ 3,6
Gastrointestinal 37 0,95 abd 0,55
Nefropatia 33 1,27 abed 0,88
Medicamento 20 0,832 0,84
Hemoparasitose 19 1,05 abed 0,58
Fratura/trauma 13 2,21 bed 1,75
Problema de pele 12 0,92 abed 0,49
Cistite/urolitiase 12 0,84 abed 0,53
Intoxicacdo/Veneno 10 2,54 bed 2,16

N - Numero de exames que compdem o grupo; AST: Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina
aminotransferase. Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,001).

O segundo grupo a apresentar maior elevacdo da relacdo AST/ALT foi o grupo
Intoxicacdo/envenenamento (2,54+2,16). Uma das principais func@es hepaticas esta associada
a metabolizacdo, detoxificacdo e excrecdo de agentes nocivos ao organismo. Substancias
hepatotoxicas podem causar lesfes graves ao parénquima hepatico, segundo Allison (2015) e
podem justificar os achados deste estudo.

No grupo Trauma/fratura houve elevada relacdo AST/ALT (2,21+1,75). Nos animais
deste grupo, possivelmente a atividade da isoenzima AST muscular pode ter influenciado o
aumento da relacdo, como é visto em casos de rabdomidlise em humanos (Sikaris e Botros,
2013). A AST apresenta uma isoenzima encontrada no interior das células musculares, que
em casos de fratura ou mesmo traumas com lesdo de midcitos possivelmente eleva as
concentragdes séricas da AST. Em casos de duvidas deve-se associar a mensuracao sérica de
creatina fosfoquinase (CK), que apresenta uma isoenzima muscular, conforme recomendam
Silva (2015) e Cerqueira (2017). Isso ndo foi realizado por ser a CK uma enzima solicitada

separadamente do perfil bioquimico de rotina.
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O grupo Leishmaniose também apresentou valor médio da relacdo entre as
transaminases elevado (1,67+1,26), acompanhado do aumento das concentragdes de ALT
(74,06 U/L) e AST (105,92 U/L). Como este protozoario migra para os orgaos linféides como
figado e baco, com a finalidade de proliferacdo, o sistema de defesa representado pelo
macrofago tenta destrui-lo, opsonizando as amastigotas. Entretanto, durante esse processo
pode danificar as células dos Orgdos acometidos (Goto e Prianti, 2009). O aumento das
enzimas de lesdo encontrados nesse grupo representava a lesdo ativa proveniente do sistema
de defesa do organismo frente a infeccdo pela Leishmania no figado.

A média da relacdo AST/ALT encontrada no grupo Nefropatia foi de 1,27+0,88. O
mesmo foi observado em 2012 por Zygner e colaboradores que relataram valores maiores em
cdes azotémicos infectados com Babesia canis comparados a cdes ndo azotémicos, também
infectados pelo protozoéario. O estudo afirma que a leséo renal contribuiu para o aumento da
AST (Zygner et al., 2012). A atividade enzimética da AST, além de ser encontrada no interior
dos hepatdcitos estad também localizada nos rins (Pratt e Kaplan, 2000). Sua elevagdo mesmo
que discreta apos histdrico de lesdo renal pode representar valores altos da relagéo.

Restringindo a avaliacdo do grupo de Nefropatia em um perfil especifico foi feito a
analise multivariada de pacientes apresentando insuficiéncia renal aguda a partir de todas as
variaveis analisadas (Figura 6). Embora sua populacdo tenha se apresentado espacada no
grafico, boa parte se encontrava no quadrante representado por valores elevados da relacéo
AST/ALT, onde globulina e creatinina também estavam presentes. Embora ndo seja
especifica para o sistema renal, a relacdo entre as transaminases possivelmente pela influéncia

da AST renal seja Util para acompanhamento da evolugdo nesses pacientes.
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Figura 6 - A andlise multivariada entre as variaveis que melhor representam o subgrupo de cdes
apresentando Insuficiéncia Renal Aguda (IRA).

Alb - Albumina; Plag - Plaquetas; Ht - Hematocrito, CHCM - Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média; Glic - Glicose; Glob - Globulina; Creat - Creatinina; AST - Aspartato
Aminotransferase; ALT - Alanina Aminotransferase; LeuTot - Leucdcitos totais; Bast - Neutréfilos
bastonetes.

A relagdo AST/ALT do grupo Oncolégico apresentou média 1,07+0,76. As
aminotransferases que estdo presentes no metabolismo energético celular sdo produzidas por
diversas células cancerosas e ndo cancerosas (Bezan et al., 2015). As células cancerosas
realizam seu metabolismo energético preferencialmente via glicélise utilizando a glicose
como fonte energética principal, sendo conhecido como ‘“efeito Warburg”. Pela AST
desempenhar um papel vital na obtencdo de glicose via glicolise utilizando aspartato para
metabolizar em oxaloacetato, essa condi¢do patoldgica leva a ativacdo de mais AST do que
ALT em tecidos cancerosos de crescimento rapido (Dang, 2012). Pela facilidade em mensura-
las, a atividade das enzimas AST e ALT pode ser influenciada pelas mudancas relacionadas
ao metabolismo das células cancerigenas e se mostra um biomarcador prognostico util nestes
casos.

Boa parte dos grupos analisados apresentaram valores altos da Relagdo AST/ALT. No
geral, o que é observado na medicina séo valores elevados predispondo a prognésticos ruins.

Entretanto, deve-se estar atendo as respostas de acordo com o perfil de cada doenca. A analise
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seriada das enzimas hepéaticas bem como a relagdo AST/ALT comparada em casos que
possibilitam a reavaliagcdo, mostram-se interessantes em casos de lesdo hepatica aguda.

Na Tabela 5, ha dois exemplos de doencas que cursam com lesdes hepaticas agudas
principalmente por causa toxémica. O momento MO corresponde ao atendimento inicial do
paciente. Nesse atendimento em especifico o grupo piometra e intoxicagdo/veneno
apresentaram intensa elevacéo da relagdo AST/ALT. Apds estabilizacdo e conduta terapéutica
estabelecida nos casos atendidos, a analise subsequente da relagdo AST/ALT, 48h apds a

primeira analise, embora ainda elevadas, apresentam importante reducao.

Tabela 6 - Média e desvio padrdo da relacio AST/ALT de cées dos grupos piometra e
intoxicagdo/envenenamento analisados no tempo Oh e 48h.

Média e desvio padrédo da Relacdo AST/ALT

Grupo Oh 48h
Piometra 3,19+4,84 1,66 + 1,07
Intoxicagéo/envenenamento 3,49+271 2,19+1,38

Deve-se ficar atento a cinética das atividades AST e ALT. LesGes agudas de forma
isolada caracterizam aumentos de as ambas as enzimas com gradativa reducdo a partir da
meia vida correspondente a cada aminotransferase de forma isolada. A AST canina apresenta
meia vida de até 12h de atividade. Sua constancia ou mesmo aumento quando mensuradas em
paralelo demonstra lesdo ativa no hepatécito. A ALT apresenta uma meia vida de até 2 a 3
dias, ndo sendo possivel confirmar se 0 aumento da sua atividade esta presente ou esteve
presente nos ultimos dias (Scott e Stockham, 2016b).

De todos os grupos analisados, foi possivel estabelecer mensuragcdes seriadas com
prazo de 48h de apenas dois grupos: piometra e intoxicacdo/envenenamento. Ambas
patologias ocasionam no figado lesdes agudas devido a toxemia. Pela lesdo ativa ao tecido
hepatico as enzimas de lesdo tendem a elevar-se e consequentemente é observado um
aumento da Relacdo AS/ALT como observado em ambos os grupos em MO0. Apos instaurado
tratamento e estabilizagdo eficaz dos pacientes, exames bioquimicos feito apos 48h
possibilitaram observar reducdo da relacdo e melhora clinica dos pacientes (Tabela 5).
Embora a ALT se apresentasse em alguns casos ainda elevada e fora dos valores de referéncia
para a espécie, a AST apresentava reducéo significativa em determinados casos. Entendemos
entdo, que valores de Relacdo AST/ALT que se mantiveram altos ou crescentes em
mensuragOes sequenciais deveriam predizer com mais exatiddo curso clinico da doenca ou

mesmo eficacia do tratamento, quando analisada pontualmente e de forma isolada.
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Para avaliar o valor prognostico da Relagcdo AST/ALT como resposta a dbito, todos as
509 analises dos exames bioquimicos foram incluidas nessa etapa independente em qual
grupo o animal estava alocado. Deste total, 37 exames representam o grupo que veio a 6bito
representando no total uma média e desvio padrdo de 1,73+0,81 para a relagdo AST/ALT. Em
toda literatura analisada, valores acima de 1,0 encontram-se correlacionados a prognosticos
ruins e risco de morte em humanos (Bezan et al., 2015; Gao et al., 2017; Zynellu et al., 2020).
Infelizmente na veterinaria, ainda ndo ha trabalhos que comparem valor prognostico da
relacdo AST/ALT em cées.

A avaliacdo seriada da relacdo AST/ALT mostrou-se Util em predizem melhor o
progndstico do que quando as enzimas foram analisadas isoladamente. Quando o valor da
relacdo AST/ALT dobrou, representou um aumento de 2,5 vezes a chance de morte (intervalo
de 95% de confianca) (Figura 8).

P value <0.001
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Figura 7 - Correlacéo entre a Relagdo AST/ALT com probabilidade de 6bito. p<0,001.
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6 CONCLUSOES

1. Independentemente da raca, sexo e idade, pode-se estabelecer o intervalo de referencia
para a relagdo AST/ALT, sendo os valores mais altos observados em cdes hepatopatas

cronicos.

2. Amostras de soro ictéricas ou discretamente hemolisadas ndo interferem na determinacéao
da relagdo AST/ALT.

3. Neste estudo, a relacdo De Ritis se mostrou mais eficaz para a identificacdo de animais

portadores de hepatopatias cronicas do que agudas.

4. A determinacdo seriada (MO e M48) da relacdo De Ritis mostrou-se importante para
avaliar a eficacia da conduta terapéutica adotada em pacientes com piometra, e pacientes

intoxicados/envenenados.

5. Nossos achados sugerem que animais com menores valores da relagdo AST/ALT tendem
a apresentar uma maior taxa de sobrevivéncia, independentemente da enfermidade que os

acometem.

6. Quanto maior a relacdo AST/ALT maior a chance de 6bito, especialmente dentro de 48

horas de evolucéo.
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ANEXO A - Apresentacdo da populagdo que compdem 0s grupos e subgrupos apos
realocacdo de 509 resultados bioquimicos a partir do diagnéstico
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Cistite/Urolitiase 12 12
DRC 11 11
Enterite 6 6
Fratura/Trauma 13 13
Gastrite 14 14
Gastroenterite 17 17
Hemoparasitose 19 19
Hepatopatia (agudo) 61 61
Hepatopatia (cronico) 15 15
Intoxicagdo/Veneno 10 10
IRA 22 22
IRA + Leishmaniose 8 8
Leishmaniose 75 75
Medicamento 20 20
Oncoldgico (diagndstico) 49 49
Oncoldgico (tratamento) 20 20
Piometra 42 42

Problema de pele (complexo) 6

Problema de pele (simples)

Saudavel 83 83

Total Geral 12 13 37 19 76 10 83 20 33 69 42 12 83 509



