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RESUMO

O figado € um importante 6rgédo envolvido em diversas atividades, sendo
responsavel pela sintese, armazenamento, biotransformacao, metabolismo, secrecao
e excregao de diversas substancias, como por exemplo o cobre (Cu). Acumulos
cupricos podem ser decorrentes do consumo excessivo deste microelemento, defeitos
no metabolismo e ineficiéncia na excregéo. Diante do exposto, objetivou-se realizar
um estudo histopatolégico com auxilio de técnicas especificas, como a coloragao de
rodanina e espectrofotometria de absorcdo atomica para identificar possiveis
acumulos cupricos em caes. Para elaboracado do presente trabalho foram coletados
fragmentos de tecido hepatico de 30 caes submetidos a avaliagdo necroscépica no
Laboratério de Patologia veterinaria (LPV) da Universidade Federal do parana
(UFPR), setor Palotina. As amostras foram coletadas em duplicata, sendo uma parte
acondicionada em formol 10% e outra parte congelada, para posterior avaliagao
histopatolégica, graduagao por rodanina e quantificagao do cobre tecidual por analise
espectrofométrica, respectivamente. Como resultados, constatou-se na analise
histolégica quadros de acumulos pigmentares (96,6%), congestéo e hiperplasia biliar
(93,3%), colestase (76,6%), fibrose periportal (73,3%), degeneragdo microvacuolar
(66,6%), hepatite cronica (56,6%), linfangiectasia (46,6%), pericolangite mononuclear
(26,6%) degeneracédo macrovacuolar e hemorragia (20%), fibrose centrolobular e peri-
hepatite  mononuclear (13,3%), colapso centro-lobular (6,6%), hepatite
piogranulomatosa, hiperplasia nodular e necrose tecidual (3,3%). No escore de
rodanina, que utiliza da intensidade da deposi¢cdo do cobre no citoplasma dos
hepatdcitos, observou-se o grau 0 em 56,6%, grau 1 em 16,6%, grau 2 em 13,3%,
grau 3 em 10% e grau 4 em 3,3% das amostras. A analise espectrofométrica de todos
0s animais apresentou concentracbes dentro do intervalo de referéncia para a
espécie. Os achados encontrados possibilitaram a identificagdo de acumulos cupricos
por meio da analise histopatoldgica e escore de rodanina, apontando a colestase
como uma variavel importante e significativa. A correlagao destes achados com as
concentragdes cupricas teciduais dentro da normalidade reflete na auséncia de
quadros de intoxicagao por cobre, ressaltando assim a necessidade e importancia da
complementagcdo diagndstica através de provas complementares e lesdes
histologicas especificas.

Palavras-chave: Cobre, Figado, Hepatopatia, Histopatologia, Rodanina.



ABSTRACT

The liver is an important organ involved in several activities, responsible for
the synthesis, storage, biotransformation, metabolism, secretion, and excretion of
various substances, such as copper (Cu). Copper accumulation may result from
excessive consumption of this trace element, metabolic defects, and inefficiency in
excretion. Therefore, this study aimed to conduct a histopathological examination
using specific techniques, such as rhodanine staining and atomic absorption
spectrophotometry, to identify potential copper accumulation in dogs. For the
development of this study, liver tissue samples were collected from 30 dogs
undergoing necropsy evaluation at the Veterinary Pathology Laboratory (LPV) at the
Federal University of Parana (UFPR), Palotina campus. The samples were collected
in duplicate, with one part fixed in 10% formalin and the other frozen for later
histopathological analysis, rhodanine scoring, and copper quantification by
spectrophotometric analysis, respectively. The results showed histological findings of
pigment accumulation (96.6%), congestion and biliary hyperplasia (93.3%),
cholestasis (76.6%), periportal fibrosis (73.3%), microvacuolar degeneration (66.6%),
chronic hepatitis (56.6%), lymphangiectasia (46.6%), mononuclear pericholangitis
(26.6%), macrovesicular degeneration and hemorrhage (20%), centrilobular fibrosis
and mononuclear peri-hepatitis (13.3%), centrilobular collapse (6.6%),
pyogranulomatous hepatitis, nodular hyperplasia, and tissue necrosis (3.3%). In the
rhodanine score, which assesses the intensity of copper deposition in the cytoplasm
of hepatocytes, grade 0 was observed in 56.6%, grade 1 in 16.6%, grade 2 in 13.3%,
grade 3 in 10%, and grade 4 in 3.3% of the samples. Spectrophotometric analysis of
all livers showed copper concentrations within the reference range for the species. The
findings enabled the identification of copper accumulation through histopathological
analysis and rhodanine scoring, indicating cholestasis as a significant and important
variable. The correlation of these findings with copper concentrations within normal
tissue levels suggests the absence of copper toxicity, emphasizing the need for and
importance of complementary diagnostic.

Keywords: Copper, Liver, Hepatopathy, Histopathology, Rodanine.
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1 CONSIDERAGOES GERAIS
1.1 INTRODUCAO

Com o decorrer dos ultimos anos evidenciou-se o0 aumento da proximidade e
convivéncia entre seres humanos e seus animais de estimacao, havendo formacéao
de grandes lagos emocionais dentro da maioria das familias, o que acaba resultando
em uma maior longevidade dos pets. O aumento da expectativa de vida dos animais
domeésticos acaba sendo um reflexo das melhorias e bem-estar promovido por uma
série de fatores, especialmente relacionados ao manejo nutricional, programas de
vacinagado eficientes, diagndstico precoce de diversas doengas e adocédo de
protocolos clinicos e terapéuticos mais especificos e eficazes para cada caso
(NUNES, GERING & LOPES, 2016; ROCHA, 2008)

Em relagéo as questdes nutricionais, com o avango da tecnologia e demanda do
consumidor, uma grande variedade de formulag¢des especificas surgiu. Neste contexto
€ importante ressaltar a diversidade das mais distintas formula¢des, como aquelas
com elevados teores de ingredientes de origem animal e/ou vegetal, dietas naturais e
terapéuticas, contendo especificidades para algumas afec¢ées. Embora sejam pontos
extremamente importantes e necessarios, sabe-se que essa busca incessante pelo
aprimoramento alimentar pode também gerar problemas futuros. Uma questdo em
especifico vem ganhando destaque nos ultimos tempos, que € o aumento na
incidéncia de hepatopatia crénicas associadas ao cobre, fato que pode ter coincidido
com a mudanca do tipo deste microelemento utilizado nas formulagdes nutricionais
dos caes (CENTER, et al, 2021; ROCHA, 2008)

Além desta teoria, é importante enfatizar que outras condi¢gdes também estao
envolvidas no desenvolvimento das hepatopatias cupricas, como os defeitos no
metabolismo e excregao do cobre pelo figado. Compreender com clareza qual é a
razao envolvida por tras do desenvolvimento desta afecgao é uma tarefa complicada
e requer o desenvolvimento de pesquisas genéticas e nutricionais mais detalhadas
(SOARES, et al, 2020; BRUNETTO, et al, 2013; CULLEN & BROWN, 2013;
HOFFMANN, 2009; MOTTIN, et al, 2013; THORNBURG, 2000).

No entanto, existem maneiras de identificar os acumulos cupricos no tecido
hepatico, seja por meios diagnosticos qualitativos ou quantitativos. A principal técnica
empregada na rotina € a avaliagdo histopatoldgica, que consiste na coleta de
fragmentos teciduais, nos quais buscam-se padrdes lesionais caracteristicos, como
por exemplo a presenga de cobre no interior dos hepatocitos, que também pode ser

identificado com auxilio de coloragdes especificas, como a rodanina. Além do mais, a
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dosagem dos niveis cupricos do tecido hepatico também pode ser realizada por
diversas técnicas rotineiramente empregadas na identificacdo de minerais, como por
exemplo a espectrofotometria de absorgao atémica (HOFFMANN, 2009; JOHNSTON,
etal 2013; SMEDLEY, MULLANEY, RUMBHEIA, 2009; VIEIRA & DRIEMEIER, 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a identificagcao
de cobre no tecido hepatico de caes por meio do exame histopatoldgico e da coloragéo
de rodanina e comparar esses resultados com o da espectrofotometria em absorgéo

atbmica.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O FIGADO
2.1.1 Morfologia hepatica

O figado € considerado o maior érgao cavitario do corpo, chegando a apresentar
peso médio de 3% a 4% do peso corporal de um cido adulto. Anatomicamente
encontra-se localizado na porg¢ao cranial da cavidade abdominal, imediatamente atras
do diafragma. Nos carnivoros é dividido em quatro lobos, quatro sublobos e dois
processos, sendo que ambos os lobos hepaticos esquerdo e direito sdo subdividos
em lobo medial e lateral, além do lobo hepatico caudado, que é fragmentado em
processo caudado e processo papilar. O aporte sanguineo hepatico ocorre por meio
da drenagem que a veia porta realiza no trato digestivo, fornecendo cerca de 60% a
70% do fluxo sanguineo hepatico aferente, e a artéria hepatica fornece o restante do
aporte sanguineo (CULLEN & BROWN, 2013; DYCE, SACK & WENSING, 2004).

A unidade funcional do figado €& denominada de I6bulo hepatico, que
microscopicamente corresponde a uma estrutura hexagonal que mede de 1 a 2 mm
de largura, formada por corddes de hepatdcitos. Ao centro desta estrutura é possivel
observar a veia central ou vénula hepatica, e nos angulos hexagonais encontram-se
os tratos portais, formados por ductos biliares, ramos da veia porta, artéria hepatica,
nervos e vasos linfaticos (CULLEN & BROWN, 2013).

Além de ser o maior 6rgao cavitario, o figado é também considerado o maior
orgao glandular, apresentando funcbes exdcrinas e enddcrinas. Sua atividade
exocrina esta relacionada a produgao da bile, que € direcionada e armazenada pela
vesicula biliar e responsavel pela emulsificagdo dos componentes gordurosos antes
da absorgao. Ja sua funcédo enddcrina esta associada a liberagao de substancias que

auxiliam no metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos, visto que todos os
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produtos resultantes da digestdo passam pelo figado antes entrarem na circulagao
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; KONIG, et al., 2014).

Os hepatdcitos, que sdo as células hepaticas propriamente ditas, sao
caracterizados morfologicamente pelo seu aspecto poliédrico, e seu tamanho varia de
20 a 30 um. Sdo compostos por um ou dois nucleos arredondados e grandes contendo
de um a dois nucléolos. No interior do seu citoplasma ha abundante quantidade de
reticulo endoplasmatico liso e rugoso, que sao essenciais para as diversas atividades
relacionadas ao figado. O reticulo endoplasmatico rugoso forma varios agregados
intracitoplasmaticos (corpos basofilicos), que sao responsaveis pela sintese de
proteinas em ribossomos, como a albumina e o fibrinogénio. Ja o reticulo
endoplasmatico liso € responsavel por processos de oxidagao, metilacdo e
conjugacgao necessarios para a inativacao ou detoxificagdo de algumas substancias
antes de serem eliminadas do organismo, como por exemplo a conjugagdo da
bilirrubina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

As caracteristicas morfofisiolégicas dos hepatdcitos os tornam células
amplamente funcionais, realizando atividades que vao desde a sintese,
armazenamento, biotransformacao, metabolismo, secrecéo e excrecdo de diversas
substancias (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; SANCHES, et al., 2013). Dentre estas
atividades destacam-se algumas que sao extremamente importantes, como o
metabolismo da bilirrubina, acidos biliares, carboidratos, lipidios e xenobidticos, além
de sintese de proteinas e atuac¢ao na fungao imunoldgica. O figado é responsavel pela
producado de aproximadamente 15% das proteinas do organismo, sendo algumas
delas a albumina, lipoproteinas e fatores de coagulacéo Il, V, VIl e XIIl. E também o
principal sitio do metabolismo da aménia em ureia, para posterior excregcéo via urina
(CULLEN & BROWN, 2013).

2.1.2 Afecgbes hepaticas

Como o figado € um érgao envolvido em muitas atividades e é considerado um
orgao sistémico, acaba sendo alvo de diversas afeccdes, sejam elas de origem
primaria ou secundaria. As doencgas hepaticas incluem quaisquer afecgbes que
causem lesdo hepatica, e dentre as principais hepatopatias que podem ser
encontradas, sao reconhecidas as anomalias do desenvolvimento e afeccbes
congénitas, disturbios circulatorios e metabdlicos, acumulos hepaticos, doencgas de

depdsito lisossdmico, enfermidades infecciosas e inflamatérias, lesées proliferativas,
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hiperplasicas e tumorais (BROWN, WETTERE & CULLEN, 2017; CULLEN & BROWN,
2013).

Independente da causa da doencga hepatica, o figado é um 6rgado que possui
alta capacidade de armazenamento e regeneragao, fazendo com que o diagnéstico
das hepatopatias na avaliagao clinica dos pacientes seja ainda mais complexo, visto
que muitas vezes as manifestacbes clinicas apresentadas possam ser leves,
inespecifica e algumas vezes, ausentes (ROTHUIZEN & MEYER, 2004). Neste
contexto, ressalta-se que muitas vezes € necessaria a perda de aproximadamente
70% a 80% da capacidade funcional do figado antes de iniciarem as primeiras
manifestacdes clinicas e assim se estabelecer um quadro de insuficiéncia hepatica,
impedindo muitas vezes o diagndstico precoce, tornando o progndstico desfavoravel
(ALLISON, 2015; LEVEILLE-WEBSTER, 2004).

2.1.3 Hepatopatias cupricas

Ao se tratar mais especificamente das hepatopatias de origem metabdlica e de
armazenamento hepatico, um exemplo classico é o cobre (Cu), que é um
microelemento fundamental para o metabolismo celular. O figado é principal érgéo
envolvido na metabolizagdo do cobre, responsavel pela captagdo, armazenamento,
distribuicdo e excregdo. Este microelemento é armazenado pelos lisossomos
localizados no citoplasma dos hepatécitos, transportado com o auxilio da
ceruloplasmina que € uma proteina produzida pelo figado e eliminado por excregéo
biliar. Portanto, as trés principais causas do acumulo de cobre no figado ocorrem pelo
excesso desse mineral via alimentacdo, alteracbes que causem defeitos no
metabolismo e excrecado do cobre. Assim, em qualquer disturbio que ocorra em uma
destas etapas, pode acarretar no acumulo de cobre nos hepatdcitos, estimulando a
producdo de oxigénio reativo e iniciando reacdes de peroxidagao lipidica destrutiva,
que culminam em alteracdes nas mitocdndrias e na membrana celular dos hepatdcitos
(CULLEN & BROWN, 2013; HARRIS, 2000; HOFFMANN, 2009).

De modo geral, quando a causa da intoxicagao por cobre € de origem alimentar
0 processo € gradativo, embora nao seja tdo comum em caes. Esta toxicose ocorre
mais frequentemente em ruminantes, mais especificamente em ovinos, quando ha a
ingestdo de agua ou alimentos ricos em cobre ou em casos de deficiéncia de
molibdénio, que acaba por estimular a captagcédo do cobre intestinal (BRUNETTO, et
al, 2013; CULLEN & BROWN, 2013; SOARES, et al, 2020). As demais causas, assim

como as citadas anteriormente, envolvem defeitos no metabolismo do cobre pelo
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figado, que pode ser consequéncia de afeccbes pré-existentes ou ineficiéncia na
excrecgao do cobre. Nesta ultima, acredita-se que o comprometimento da excrecéo do
cobre pela vesicula biliar esteja associado a fibrose, inflamagao e/ou colestase. Em
caes, na racga Bedlington Terrier ha um disturbio de caracter genético autossémico
recessivo com mutacdo no gene COMDD1 que prejudica a excregao desta molécula,
levando ao acumulo progressivo do cobre no figado. Embora esta alteragdo genética
ocorra somente nos Bedlingtons Terriers, ja foram reportados casos de acumulo de
cobre hepatico em Labradores Retrievers, Dalmatas, Dobermans, West Highland
White Terriers e Sky Terriers (CULLEN & BROWN, 2013; HOFFMANN, 2009;
MOTTIN, et al, 2013; THORNBURG, 2000).

2.1.4 Diagnostico

O diagndstico clinico das afecgdes hepaticas envolve uma ampla
sintomatologia, com manifestagdes clinicas muito variaveis. Comumente algumas das
manifestacdes clinicas mais inespecificos presentes nesta condi¢ao incluem vomito,
diarreia, alteracdo no tamanho hepatico, poliuria, polidipsia, disuria e palidez das
mucosas. Por outro lado, a apresentacdo de ictericia, efusdo abdominal,
manifestagcdes neuroldgicas (encefalopatia hepatica) e a sindrome hepatocutanea sao
achados clinicos importantes da doenga (HOWES, 2001). Em estudos retrospectivos
realizados por Smedley, Mullaney & Rumbeiha (2009) e Vieira & Driemeier (2015), as
manifestacdes clinicas dos animais variaram de hiporexia, perda de peso, ictericia,
encefalopatia hepatica, diarreia a émese.

A avaliacado laboratorial hepatica deve ser realizada sempre que possivel,
principalmente quando ha suspeita de possiveis hepatopatias. Basicamente, existem
trés tipos testes bioquimicos para elucidacao da origem da alteracao. Os testes para
deteccdo de lesdo hepatica incluem a dosagem da atividade sérica de Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Sorbitol Desidrogenase
e Glutamato desidrogenase. Todas estas enzimas citadas acima sado de
extravasamento, encontradas no citoplasma dos hepatécitos, portanto quando ha
lesdo de membrana dos hepatdcitos elas s&o liberadas na circulagédo sanguinea, e
dependendo no grau e extensdo da lesdo podem exibir resultados acima dos valores
de referéncia. Para cées, a atividade sérica da ALT € a mais indicada do que a da
AST, visto sua maior hepatoespecificidade. Outros testes importantes séo os de
deteccao de colestase, como a Fosfatase Alcalina (FA) e a Gama-Glutamiltransferase

(GGT). Ambas sédo enzimas de indugéo, ou seja, € necessario um estimulo para
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liberacdo, e seu aumento normalmente € associado a hiperplasia e obstrugao biliar. E
por fim, a avaliagdo da funcdo hepatica, onde s&o realizadas mensuracbes das
concentracdes séricas de substancias que s&o produzidas, metabolizadas e/ou
excretadas pelo sistema hepatobiliar, como os acidos biliares, albumina, amonia,
bilirrubina, colesterol, fatores de coagulagao, glicose e ureia (ALISON, 2015; GOMES,
et al, 2008).

Embora o hemograma seja o exame hematolégico mais solicitado na rotina,
quando falamos em alteracdes hepaticas ele nao nos fornece dados substanciosos e
precisos quando isolados. As principais alteracbes que podemos encontrar estio
ligadas as morfologias eritrocitarias, onde denomina-se poiquilocitose a manifestagao
de eritrécitos anormais. Dentre as mais diversificadas anormalidades morfolégicas,
algumas delas podem ser secundarias a alteragdes hepaticas, porém nao é possivel
determinar com clareza qual o tipo de lesdo que originou a alteracdo observada. Os
acantocitos sao a principal manifestacdo associada a hepatopatias, porém os
leptdcitos e equindcitos também podem apresentar associacdo. E extremamente
importante ressaltar que paea realizar a interpretagdo de qualquer exame, é
necessario correlacionar todos os resultados, sejam eles manifestagdes clinicas,
exames de imagem, hemograma, bioquimica sérica e achados histopatolégicos e /ou
necroscopicos (THRALL, 2015).

A realizacdo de exames de imaginologia, como a radiografia (RX) e a
ultrassonografia (US) também devem ser preconizados nestes pacientes. O exame
ultrassonografico € capaz de identificar anormalidades parenquimatosas, como
presenca de nodulos, massas, abscessos e cistos, além de avaliar anormalidades
vasculares e disturbios do trato hepatobiliar. Embora algumas vezes nao seja possivel
identificar a causa base da alteracdo, estes exames fornecem resultados
substanciosos que proporcionam a adogédo de uma conduta diagndstica adequada,
como por exemplo a realizagdo de uma bidpsia hepatica para avaliacédo
histopatolégica, que por meio do padrao lesional encontrado descarta e/ou confirma
potenciais afeccbes. Em alguns pacientes, dependendo do estado clinico, este
procedimento invasivo muitas vezes se torna contra indicado (DAY, 2004; HOWES,
2011).

Embora seja possivel a dosagem sérica do cobre, assim como realizado por
Marques et al (2011) em um estudo com ovinos e caprinos, nos caes aparentemente
nao € uma pratica muito comum e a literatura é escassa. Dentre os exames passiveis

de serem realizados, o diagndstico final de acumulo de cobre hepatico dificilmente é

18



realizado, exceto em casos onde seja realizada bidpsia hepatica, avaliagao
histopatolégica e dosagem tecidual do cobre. Neste contexto, a maioria dos relatos
encontrados na literatura realizam uma abordagem diagnostica pés-mortem, onde é
possivel a avaliagdo macroscéopica minimalista, com coleta de material adequado e
suficiente para avaliagdes mais especificas. Os achados de necropsia geralmente séo
inespecificos e variam de acordo com grau de lesdo. Basicamente consistem em
ictericia do subcutaneo, figado retraido com aspecto nodular, cirrose micro e macro
nodular, friavel e de coloragdo alaranjada/acobreada, ascite e rins acastanhados
(HOFFMANN, 2009; JOHNSTON, et al 2013; SMEDLEY, MULLANEY, RUMBHEIA,
2009; VIEIRA & DRIEMEIER, 2015).

A avaliagao histopatoldgica consiste basicamente na identificacdo de padrdes
lesionais e presenga de pigmentos intracitoplasmaticos. Além da observacéo de
material acobreado no citoplasma dos hepatdcitos, nota-se proliferacdo de ductos
biliares e tecido conjuntivo, infiltrados inflamatérios compostos por linfocitos,
plasmodcitos e macrofagos, nédulos de regeneragao e necrose centrolobular
(JOHNSTON, et al 2013; SMEDLEY, MULLANEY, RUMBHEIA, 2009; VIEIRA &
DRIEMEIER, 2015). Em casos onde sejam observados pigmentos de aspecto
acobreado, recomenda-se a realizagdo de coloragdes especiais, que 0os marcam e
evidenciam mais claramente. Preconizam-se como marcadores para o cobre, a
coloragdo de Timms, rodanina, acido rubeénico e a orceina (HOFFMANN, 2009;
MOTTIN, et al, 2013; SMEDLEY, MULLANEY & RUMBEIHA, 2009; VIEIRA &
DRIEMEIER, 2015).

Por fim, faz-se importante a associacdo de todos estes achados com a
determinacao das concentragdes de cobre hepatico, utilizando-se da espectrometria
de absorcao atémica, onde valores inferiores a 400 ug/g sdo considerados normais
para a espécie canina, e concentragdes superiores ja podem ser consideradas
patogénicas, quando associadas aos demais achados clinico-patolégicos
(JOHNSTER, et al, 2009; JOHNSTON, et al, 2013; PILLAI, et al, 2016).
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4 CAPITULO 1 - IDENTIFICACAO DE ACUMULOS CUPRICOS HEPATICOS POR
MEIO DE ANALISE HISTOPATOLOGICA, ESCORE DE RODANINA E
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA.

Capitulo reservado para o artigo “Identificagdo de acumulos cupricos hepaticos por

meio de analise histopatoldgica, escora de rodanina e espectrofotometria de absorgéo

atbmica”. Este capitulo segue as normas para publicagdo da revista Ciéncia Rural.
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Identification of hepatic cupric accumulations through histopathological

analysis, rhodanine score and atomic absorption spectrophotometry

Identificagcao de acumulos cupricos hepaticos por meio de analise

histopatolégica, escore de rodanina e espectrofotometria de absorgao atomica

Crisan Smaniotto” Andressa Caroline dos Anjos Leite! Vivian Terumi
Sawada’ Adrieny Lenartovicz!' Vinicius Dahm' Amalia Ferronato' Aline

de Marco Viott'

RESUMO

O figado é um importante 6rgao envolvido em diversas atividades, sendo responsavel
pela sintese, armazenamento, biotransformagao, metabolismo, secrecao e excrecao
de diversas substancias, como por exemplo o cobre (Cu). Acumulos cupricos podem
ser decorrentes do consumo excessivo deste microelemento, defeitos no metabolismo
e ineficiéncia na excrecgéao. A identificacdo desta condi¢gado € complexa, e requer uma
abordagem diagndstica com auxilio de técnicas integrativas. Portanto, o objetivo do
presente estudo é identificar a presenga de acumulos cupricos por meio da analise
histopatolégica do tecido hepatico, aplicagao da coloragcao de rodanina e quantificagao
tecidual por meio da espectrofotometria de absor¢cao atémica. Amostras de 30 caes
foram submetidas ao processamento histopatoldgico rotineiro, onde constataram-se
quadros de acumulos pigmentares (96,6%), congestao e hiperplasia biliar (93,3%),
colestase (76,6%), fibrose periportal (73,3%), degeneragédo microvacuolar (66,6%),
hepatite cronica (56,6%), linfangiectasia (46,6%), pericolangite mononuclear (26,6%)

degeneragdo macrovacuolar e hemorragia (20%), fibrose centrolobular e peri-hepatite
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mononuclear (13,3%), colapso centro-lobular (6,6%), hepatite piogranulomatosa,
hiperplasia nodular e necrose tecidual (3,3%). No escore de rodanina que se utiliza da
intensidade da deposi¢ao do cobre no citoplasma dos hepatdcitos, observou-se o grau
0 em 56,6%, grau 1 em 16,6%, grau 2 em 13,3%, grau 3 em 10% e grau 4 em 3,3%.
Em relacdo a analise espectrofométrica todas as quantificagcbes mantiveram-se dentro
da faixa de normalidade. Os achados encontrados possibilitaram a identificagdo de
acumulos cupricos por meio da analise histopatoldgica e escore de rodanina,
apontando a colestase como uma variavel significativa.

Palavras-chave: cobre, figado, hepatopatia, microscopia.

ABSTRACT

The liver is an important organ involved in various activities, responsible for the
synthesis, storage, biotransformation, metabolism, secretion, and excretion of various
substances, such as copper (Cu). Copper accumulation can result from excessive
intake of this microelement, metabolic defects, and inefficiency in excretion. The
identification of this condition is complex and requires a diagnostic approach with the
aid of integrative techniques. Therefore, the objective of the present study is to identify
the presence of copper accumulation through histopathological analysis of liver tissue,
application of rhodanine staining, and tissue quantification using atomic absorption
spectrophotometry. Samples from 30 dogs were submitted to routine histopathological
processing, where various findings were observed: pigment accumulation (96.6%),
congestion and bile duct hyperplasia (93.3%), cholestasis (76.6%), periportal fibrosis
(73.3%), microvacuolar degeneration (66.6%), chronic hepatitis (56.6%),
lymphangiectasia (46.6%), mononuclear pericholangitis (26.6%), macrovacuolar

degeneration and hemorrhage (20%), centrolobular fibrosis and mononuclear peri-
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hepatitis (13.3%), centrolobular collapse (6.6%), pyogranulomatous hepatitis, nodular
hyperplasia, and tissue necrosis (3.3%). In the rhodanine score, which uses the
intensity of copper deposition in the cytoplasm of hepatocytes, grade 0 was observed
in 56.6%, grade 1 in 16.6%, grade 2 in 13.3%, grade 3 in 10%, and grade 4 in 3.3%.
Regarding spectrophotometric analysis, all quantifications remained within the normal
range. The findings allowed the identification of copper accumulation through
histopathological analysis and rhodanine scoring, indicating cholestasis as a significant
variable.

Key words: copper, liver, hepatopathy, microscopy.

4.1 INTRODUGAO

O figado é principal 6rgao envolvido na captagdo, armazenamento,
metabolizacado, distribuicdo e excre¢do do cobre (Cu), que € um microelemento
fundamental para o metabolismo celular, armazenado pelos lisossomos localizados
no citoplasma dos hepatdcitos, transportado com o auxilio da ceruloplasmina que é
uma proteina produzida pelo figado e eliminado por excregao biliar. Portanto, as trés
principais causas do acumulo de cobre no figado ocorrem pelo excesso desse mineral
via alimentacdo ou por alteracbes que cursam com defeitos no metabolismo ou
excregao do cobre (BROWN et al., 2017; HOFFMANN, 2009; HARRIS, 2000).

De um modo geral, quando a causa do acumulo cuprico € de origem alimentar
0 processo € gradativo, embora ndo seja tdo comum em cées. As demais causas,
envolvem defeitos no metabolismo do cobre pelo figado, que pode ser consequéncia
de afecgdes pré-existentes ou ineficiéncia na excre¢cao do cobre. Em caes, na raca
Bedlington Terrier ha um disturbio de caracter genético autossémico recessivo com
mutagcdo no gene COMDD1 que prejudica a excregdo desta molécula, levando ao

acumulo progressivo de cobre no figado. Embora esta alteragdo genética ocorra
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somente nos Bedlingtons Terriers, ja foram reportados casos de acumulo de cobre
hepatico em Labradores Retrievers, Dalmatas, Dobermans, West Highland White
Terriers e Sky Terriers (BROWN et al., 2017; MOTTIN et al., 2013; HOFFMANN, 2009;
THORNBURG, 2000).

O diagndstico das hepatopatias cupricas € complexo, sendo necessaria a
correlagcdo clinica aos exames complementares, especialmente a avaliagcao
hematolégica, bioquimica, ultrassonografica e radiografica. Outras técnicas
diagnosticas também sao preconizadas, como a dosagem cuprica sérica e/ou tecidual
e avaliacao histopatologica do tecido hepatico. Preconizam-se como marcadores para
o cobre, a coloragao de Timms, rodanina, acido rubeanico e a orceina (THRALL, 2015;
MOTTIN et al., 2013; HOFFMANN, 2009; SMEDLEY et al., 2009).

Faz-se importante a associagédo de todos estes achados com a determinacéao
das concentragdes de cobre hepatico, utilizando-se da espectrometria de absorgao
atbmica, onde valores inferiores a 400 ug/g sdo considerados normais para a espécie
canina, e concentragdes superiores ja podem ser consideradas patogénicas, quando
associadas aos demais achados clinico-patolégicos (PILLAI et al., 2016; JOHNSTON
et al., 2013; JOHNSTON et al., 2009).

O presente trabalho busca identificar acimulos cupricos por meio do emprego
da avaliagao histopatologica com associagdo aos escores de rodanina e analise

espectrofotométrica.

4.2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV)
da Universidade Federal do parana (UFPR), setor Palotina — Parana, sendo aprovado

pelo comité de Etica da referida instituicdo sob o Protocolo no 07/2019.
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4.2.1 Amostragem

Foram utilizados fragmentos teciduais de figado de 30 cades submetidos ao
exame necroscopico de rotina. Para inclusdo das amostras, preconizou-se a coleta
das amostras de cadaveres frescos, para minimizar as alteracdes autoliticas teciduais,
€ animais em que o volume hepatico permitiu as avaliagdes necessarias para analise
espectrofotométrica. Dados clinicos relacionais a raga, sexo, idade, porte (peso) e
causa mortis nao foram levados em consideragdo. As amostras utilizadas foram
coletadas em duplicata, sendo uma parte acondicionada e fixada em formaldeido 10%
para analise histopatoldgica, e outra parte submetida a congelamento (-18°C) para
quantificacdo de cobre tecidual por meio de Espectrofotometria de Absorgcéo Atdmica
(AAS). Ainda, em relagcdo aos casos selecionados, buscou-se a identificacdo dos

dados nutricionais dos mesmos, por meio da analise dos prontuarios.

4.2.2 Avaliagdo histopatologica

As amostras fixadas em formol foram submetidas ao processamento
histologico rotineiro, conforme descrito por (TOLOSA et al., 2003), seguido da inclusao
em parafina e posteriormente submetidas a cortes histologicos de 2,5 micras (um)
utilizando-se microtomo Leica® modelo Rm2245. Foram confeccionadas |aminas
histolégicas em duplicadas, reservadas para a coloragao rotineira de Hematoxilina-
Eosina (HE) e Rodanina (TOLOSA et al., 2003). Apdés a confeccdo das laminas
histolégicas, as mesmas foram analisadas sob microscopia 6ptica, onde preconizou-

se para cada tipo de coloracdo uma avaliacao distinta.

4.2.3 Hematoxilina-Eosina

A avaliagao histologica das laminas coradas em HE consistiu basicamente na

identificacdo, localizacdo e intensidade dos padrbes lesionais teciduais, conforme
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detalhados por Brown et al., 2017; Cullen & Stalker, 2016. Para determinacdo da
intensidade das lesdes utilizaram-se os termos leve (5% a 33% de acometimento),
moderada (34% a 66% de acometimento) e acentuada (acima de 66% de

acometimento) (SINGHI et al., 2012).

6 4.2.4 Rodanina
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Para esta coloracdo, os depédsitos de cobre intracitoplasmaticos foram
graduados de zero a cinco, de acordo com sua intensidade de deposi¢cao
hepatocelular, onde 0 = auséncia de cobre nas amostras; 1 = alguns granulos de cobre
em uma célula ocasional; 2 = granulos em algumas células; 3 = numerosos granulos
de cobre em menos de 50% das células; 4 = numerosos granulos de cobre entre 50%
e 75% de células; e 5 = numerosos granulos de cobre em quantidades superiores

a75% das células (CENTER et al., 2013).

4.2.5 Espectrofotometria de Absorgdo Atémica

Nesta etapa as amostras mantidas sob congelamento foram submetidas a dois
processos distintos, de desidratacdo e digestdo. A primeira etapa descrita, de
desidratagéo, foi realizada conforme descrito por Marques et al. (2011) e Tebaldi et al.
(2000), onde os fragmentos hepaticos (matéria umida) foram realocados dentro de
vidros reldgio e submetidos a secagem em estufa a 60° C, durante um periodo de 72
horas, com posterior trituragao e acondicionamento em frasco estéril. O material ja
desidratado e transformado em matéria seca foi enviado para laboratério de apoio,
onde ocorreu o processo de digestdo da amostra e posterior avaliacdo quantitativa
por meio de Espectrofotometria de Absor¢gao Atémica. Para a realizagao dos ensaios,
que foram feitos em duplicada, utilizaram-se 25g de matéria seca. Para interpretagao

dos resultados, consideraram-se valores normais para a espécie quando inferiores a
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400 ug/g, aumento leve quando o intervalo é de 401 a 1.000 ug/g, aumento moderado
quando varia de 1.001 a 2.000 pg/g e aumento severo quando superior a 2.001 pg/g
(PILLAI et al., 2016; JOHNSTON et al., 2013; CENTER et al., 2013; JOHNSTON et

al., 2009).

6 4.2.6 Analise estatistica
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Para investigar a relacao entre lesdes histopatoldgicas e escore de rodanina com
0s niveis cupricos identificados pela analise espectrofométrica utilizou-se do Modelo
Linear Generalizado (GLM) para avaliar como variaveis independentes a rodanina e
os padrdes histopatoldgicos. Resultados significativos foram considerados quando p

< 0.001.

4.3 RESULTADOS

Dos 30 animais incluidos no estudo, observou-se que 15 caes eram machos
(50%) e 15 eram fémeas (50%). A faixa etaria variou de um a 17 anos, sendo 8,43 a
idade média. Em relagédo as ragas, houve grande variedade, incluindo 16 caes sem
raca definida (SRD) (53,3%), trés cées da raga Pastor Alemao (10%), trés Poodles
(10%), um Beagle (3,3%), um Boxer (3,3%), um Chow Chow (3,3%), um Doberman
Pinscher (3,3%), um Labrador Retriever (3,3%), um Lhasa Apso (3,3%), um Pastor
Belga (3,3%) e um Schnauzer (3,3%).

Quanto a avaliagdo histopatologica, constatou-se quadros de acumulos
pigmentares em 29/30 (96,6%), congestdao em 28/30 (93,3%), hiperplasia biliar em
28/30 (93,3%), colestase em 23/30 (76,6%), fibrose periportal em 22/30 (73,3%),
degeneragdo microvacuolar em 20/30 (66,6%), hepatite crbnica em 17/30 cées
(56,6%), linfangiectasia em 14/30 (46,6%), pericolangite mononuclear 8/30 (26,6%)

degeneragdo macrovacuolar em 6/30 (20%), hemorragia em 6/30 (20%), fibrose
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centrolobular em 4/30 (13,3%), peri-hepatite mononuclear em 4/30 (13,3%), colapso
centro-lobular 2/30 (6,6%), hepatite piogranulomatosa 1/30 (3,3%), hiperplasia
nodular 1/30 (3,3%) e necrose tecidual 1/30 (3,3%) (Figura 1).

Em relag&o a graduagao da rodanina, 17/30 receberam a graduacéo 0 (56,6 %),
5/30 grau 1 (16,6%), 4/30 grau 2 (13,3%), 3/30 grau 3 (10%) e 1/30 grau 4 (3,3%)
(Figura 2). O grau 5 nao foi identificado em nenhuma amostra. A correlagdo dos
padrdes lesionais com a graduagao de rodanina revelou que no grau 1 detectou-se a
presenca de acumulos pigmentares e hiperplasia biliar em 5/5 (100%), hepatite
cronica em 4/5 (80%), degeneragéo microvaculoar em 3/5 (60%), colestase e fibrose
periportal em 2/5 (40%), congestao e degeneragao macrovacuolar em 1/5 (20%). No
grau 2 identificou-se acumulos pigmentares, congestao, fibrose periportal e hepatite
cronica em 4/4 (100%), colestase, degeneragao microvacuolar, hiperplasia biliar e
pericolangite em 3/4 (75%), degeneragéo macrovacuolar em 2/4 (50%), linfangiectasia
e peri-hepatite em 1/4 (25%). No grau 3 houve acumulos pigmentares e colestase em
3/3 (100%), congestao, fibrose periportal, hepatite cronica, hiperplasia biliar e
linfangiectasia em 2/3 (66,6%), degeneracdo microvacuolar e peri-hepatite em 1/3
(33,3%). Por fim, no grau 4 constatou-se acumulo pigmentar, colestase, congestéo,
fibrose periportal, hemorragia, hiperplasia biliar e peri-hepatite em 1/1 (100%).

Ja na avaliagdo espectrofotométrica houve variacdo de 1,0 a 151,0 ug/g,
portanto, todas as 30 amostras (100%) apresentaram niveis abaixo de 400 ug/g,
sendo considerados normais para a espécie.

Os dados nutricionais obtidos por meio da analise dos prontuarios dos animais,
observou-se que em 16/30 nao haviam informagdes clinicas (53,33%), 7/30 recebiam
algum tipo de racao comercial (23,33%), 5/30 recebiam alimentacédo caseira e/ou

natural associada a ragcao comercial (16,66%) e 2/30 recebiam somente alimentacao
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caseira e/ou natural (6,66%). Todos os dados descritos anteriormente encontram-se
detalhados na Tabela 1.

Em relacédo a analise estatistica obtida através da comparacao das variaveis
“lesbes histopatoldgicas” e “coloragédo de rodanina” constatou-se que a colestase foi
a uUnica variavel preditora significativa do estudo. Os resultados encontram-se

detalhados na Tabela 2.

8 4.4 DISCUSSAO
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O figado é um 6rgao envolvido em diversas atividades organicas, que podem
ser comprometidas por uma série de condigdes patoldégicas, como os disturbios
circulatérios e metabdlicos, acumulos hepaticos, doencas de depdsito lisossdmico,
enfermidades infecciosas e inflamatorias, lesbes proliferativas, hiperplasicas e
tumorais (BROWN et al., 2017). Em caes, as hepatites crbnicas acabam ganhando
destaque, visto que sado desencadeadas por inumeras causas persistentes e
continuas, incluindo agentes infecciosos, toxicos e quadros de retengao de alguns
materiais, como o cobre. Em consequéncia, a identificagdo da causa do acumulo
cuprico é essencial para estabelecimento de medidas clinicas e/ou cirurgicas
(JOHNSTON et al., 2013).

Histologicamente, a deteccdo da hepatite crdnica segue alguns padrbes
lesionais especificos, porém, muitas vezes nao sio suficientes para identificagao da
origem do quadro. Citam-se como importantes altera¢des teciduais a presenca de
acumulos pigmentares no citoplasma dos hepatdcitos, proliferagéo de ductos biliares
e tecido conjuntivo, infiltrados inflamatérios compostos por linfécitos, plasmacitos e
macrofagos, nédulos de regeneracao e necrose centrolobular (BROWN et al., 2017;
CULLEN & STALKER, 2016). Em quadros de hepatopatia cuprica, os achados

histopatoldgicos séo fortemente semelhantes aos descritos anteriormente, portanto, o
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emprego de outras técnicas para complementagao diagnostica se faz necessario. A
realizacédo da coloragao de rodanina, permite a evidenciagdo dos granulos cupricos,
facilitando sua detecgédo (CENTER et al., 2013). Correlacionado os achados obtidos
da coloracdo em Hematoxilina-Eosina e Rodanina constatou-se que das 13 amostras
positivas em qualquer um dos niveis de graduag¢ao da rodanina foram identificados
acumulos pigmentares em 13/13 (100%), hiperplasia biliar em 12/13 (92,3%),
colestase e hepatite crénica em 10/13 (76,9%), fibrose periportal em 9/13 (69,2%),
congestdao em 8/13 (61,5%), degeneragcdo microvacuolar em 7/13 (53,8%),
degeneragdo macrovacuolar, pericolangite, linfangiectasia e peri-hepatite em 3/13
(23%) e hemorragia em 1/13 (7,6).

Diante destes achados, é possivel estabelecer uma concordancia positiva entre
0 padréo lesional hepatico e acumulo de cobre, indicando quadros de hepatite cronica
em 76,9% dos casos, porém, nao € possivel confirmar que esta seja a causa. Em seu
trabalho, GUPTA & AL-DISSI (2022) citam que a graduagao 2 no escore de rodanina
€ um indicador util no diagndstico de hepatites crbénicas, entretanto, este achado n&o
confirma que o acumulo cuprico seja 0 mecanismo responsavel pelo desenvolvimento
do quadro, reforcando a necessidade da investigagcdo de fatores genéticos e
nutricionais. No presente estudo, realizou-se uma tentativa de averiguagao de
histérico alimentar dos animais, entretanto, os resultados foram limitados, visto que
nao haviam informagdes suficientes para determinar o padrao alimentar. Alguns dos
animais recebiam dietas a base de ragdo (muitas vezes nao especificada), comida
caseira e alimentagdo mista, bem como haviam também animais de rua, tornando
essa abordagem limitada e inespecifica.

Embora estes achados tenham demonstrado certa limitacdo, é necessario

enfatizar a importancia da nutricao como fator predisponente ao desenvolvimento das
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hepatopatias cupricas. Especula-se que as concentragdes de cobre em alguns
alimentos comerciais para caes sdo maiores do que as exigéncias biologicas para a
espécie (CENTER et al., 2021), porém, somente 23,33% dos animais do presente
estudo possuiam informacbdes sobre alimentagcdo comercial restrita, dificultando
determinar com clareza a possibilidade de haver correlagcdo. Sabe-se que quando ha
consumo continuo, crénico e restrito pode haver a extrapolagéo do limiar cuprico,
favorecendo deposi¢do deste microelemento no tecido hepatico e desencadeando
uma série de manifestacgdes clinicas (CENTER et al., 2021).

Por outro lado, diversos estudos apontam que caes da raca Labrador Retriever,
Doberman Pinscher e Bedlington Terriers sado predispostos, visto que dados
preliminares de genotipagem identificaram polimorfismos de nucleotideos
potencialmente associados as hepatopatias cupricas (CENTER et al.,, 2021). Em
nossa pesquisa somente 2/30 dos animais pertenciam a estas ragas, sendo um
Labrador Retriever e um Doberman Pinscher, e, curiosamente, este ultimo foi o unico
caso em que houve identificagdo do escore 4 na rodanina, bem como havia colestase,
fibrose periportal e auséncia de indicios de hepatite cronica. Diante destes achados,
a teoria especulada é de que a colestase e a fibrose sejam as causas do acumulo
cuprico intracelular pela ndo excre¢cao do mineral, porém sem elevar as concentracoées
de cobre tecidual. Ja o cado da raca Labrador Retriever apresentou grau de rodanina
0 e auséncia de hepatite cronica. Estatisticamente, resultados significativos foram
considerados quando p < 0.001, e, dentre os padrdes lesionais observados constatou-
se que somente a colestase foi uma variavel significativa (p = 0,034), o que reforga a
teoria de que alteragbes pds hepaticas tenham efeitos importantes nos acumulos
cupricos, visto que os animais estudados nao possuiam diagndstico prévio de

hepatopatias.
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Outro ponto importante quando comparado este trabalho aos demais estudos
encontrados na literatura é justamente a selecdo dos pacientes. Na grande maioria
das pesquisas, os autores descrevem animais de raga, especialmente os Labradores
Retrievers, visto que possuem certa predisposicdo (JOHNSTON et al.,, 2013;
SMEDLEY et al., 2009). Em nossa rotina, os animais sem raca definida acabam se
destacando em numeros, correspondendo a 53,3% da casuistica, o0 que de certa
maneira dificulta compreender a possibilidade de envolvimento genético nestes
quadros, bem como compromete a padronizagao do estudo.

Embora a técnica espectrofométrica preconizada neste estudo tenha fornecido
resultados relevantes, sua aplicagdo acaba nao sendo viavel na rotina diagnostica
desta afecgdo, unica e exclusivamente em virtude da quantidade de amostra
requerida. Durante o processo de transformagao do tecido hepatico em matéria seca,
ha uma perda expressiva de peso, que varia de 80% a 90%, tornando o processo
inviavel. Diversos estudos trazem como solucdo a adocdo de outras técnicas
quantitativas semelhantes que podem ser utilizadas, por meio da coleta de material
biolégico por bidpsia hepatica, que € uma pratica que proporciona resultados
satisfatorios (BRASELTON et al., 1997; HOGAN et al, 1970). Sabe-se também que
pode haver variagdo nas concentracbes de cobre em diferentes areas do tecido
hepatico, o que pode ser um fator limitante quando utilizadas amostras de baixa
representatividade, entretanto, HOGAN et al. (1970) citam que em seu trabalho houve
boa concordancia entre os niveis cupricos de amostras repetidas de porgdes

especificas com amostras de todo o tecido.

4.5 CONCLUSAO

Por fim, é importante ressaltar que os resultados foram satisfatorios, visto que

nenhum dos pacientes possuia suspeita clinica de hepatite cronica associada ao
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cobre. A correlagdo entre as técnicas utilizadas foi suficiente na identificacido de
acumulos cupricos no tecido hepatico, havendo alta correlacdo com quadros de
colestase, entretanto, estes achados nao foram suficientes para o desenvolvimento
de um quadro de intoxicagdo e desenvolvimento de cirrose. E importante ressaltar que
a metodologia espectrofométrica utilizado neste estudo obteve bons resultados,
entretanto, devido ao protocolo para obtengcdo das amostras nédo € uma técnica
adequada para diagnéstico em vida. Enfatiza-se também a necessidade deste
trabalho para melhor compreensao desta condi¢do, visto que os dados de literatura
sao poucos e frequentemente realizados com animais de ragas especificas, sem levar
em conta que em nossa realidade brasileira a grande maioria dos animais nao

possuiam raga definida.
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Figura 1 — Cortes histologicos de figado evidenciando fibrose periportal leve com
hiperplasia biliar, colestase e congestao, 8x, Hematoxilina-Eosina (HE) (A); hepatite
mononuclear, 6x, Hematoxilina-Eosina (HE) (B); pericolangite mononuclear, colestase
e linfangiectasia 11x, Hematoxilina-Eosina (HE) (C) e degeneragdo microvacuolar,

10x, Hematoxilina-Eosina (HE) (D).
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3 Figura 2 — Cortes histoldgicos de figado evidenciando marcagao positiva para cobre,
4 caracterizado por granulos vermelhos intracitoplasmaticos, com concentragao

5 variando de 50% a 75% (grau 4), 10x, Rodanina (A); 40x, Rodanina (B).
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Racga Idade Sexo Hepatite Escore Espectrofotometria Dados nutricionais
crénica rodanina
SRD 4 anos M Ausente 0 128,0 ug/g Ragao comercial
SRD 7 anos M Presente 2 72,0 ug/g Ragéo comercial
SRD 1 ano M Presente 3 151,0 ug/g N&o informada
SRD 16 anos F Presente 0 10,0 ug/g N&o informada
Beagle 6 anos M Presente 2 30,0 ug/g Alimentagéo caseira
Lhasa Apso 7 anos M Ausente 0 30,0 ug/g N&o informada
SRD 2 anos M Ausente 1 51,0 ug/g Ragao comercial
SRD 2 anos F Presente 1 2,0 ug/g Racgéo comercial
SRD 3 anos M Presente 2 75,0 ug/g Ragao comercial/caseira
Poodle 10 anos F Presente 0 1,0 ug/g Nao informada
Pastor Alemdo 2 anos F Ausente 0 2,0 ug/g N&o informada
Poodle 12 anos F Ausente 0 9,0 ug/g Ragéo comercial/caseira
SRD 9 anos F Presente 0 8,0 ug/g N&o informada
Schnauzer 9 anos F Ausente 0 18,0 ug/g Ragéao comercial/caseira
SRD 6 anos F Ausente 0 2,0 ug/g Alimentagéo caseira
Pastor Alemdo 12 anos F Ausente 0 4,0 ug/g Ragéo comercial
SRD 12 anos M Ausente 3 1,0 ug/g Racao comercial
Chow Chow 15 anos M Presente 0 23,0 ug/g Nao informada
SRD 10 anos F Presente 0 6,0 ug/g Ragéo comercial
SRD 8 anos F Presente 0 2,0 ug/g N&o informada
Pastor Alemdo 5 anos F Presente 1 7,0 ug/g Ragéo comercial/caseira
Poodle 14 anos M Presente 1 5,0 ug/g N&o informada
SRD 3 anos M Ausente 0 3,0 ug/g N&o informada
Doberman 12 anos M Ausente 4 4,0 ug/g Ragao comercial/caseira
Boxer 11 anos F Presente 3 6,0 ug/g N&o informada
Pastor Belga 9 anos M Presente 2 10,0 ug/g N&o informada
SRD 17 anos M Presente 0 23,0 ug/g N&o informada
SRD 6 anos M Presente 1 110,0 ug/g N&o informada
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Labrador 13 anos M Ausente 0 98,0 ug/g Nao informada
SRD 12 anos F Ausente 0 7,0 ug/g N&o informada

1 Tabela 1 — Detalhamento racial, etario e sexual com classificagdo histoldgica

2 relacionada a hepatite cronica, graduacao de rodanina, quantificagéo cuprica por meio

3 da analise espectrofométrica e dados nutricionais.
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Variavel Estimativa  Erro padrao Estatisticat  Valor dep

Intercepto 2,685 0,617 4,353 0,000
Colestase 1,276 0,564 2,261 0,034

Fibrose centrolobular -0,759 0,801 -0,948 0,353
Fibrose periportal -0,909 0,554 -1,640 0,115
Hepatite cronica 0,043 0,502 0,086 0,932
Hepatite piogranulomatosa 1,109 1,520 0,729 0,473
Rodanina 0,263 0,210 1,250 0,224

1 Tabela 2 — Detalhamento dos resultados do modelo linear (GLM) realizado para as

2 variaveis “rodanina” e “padrdes lesionais histopatoldgicos”.
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