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RESUMO

A urolitiase acomete frequentemente e de maneira recorrente os cées. Os urélitos sdo
concrecdes cristalinas que se formam no Iimen do trato urinario devido a supersaturacdo da
urina por minerais. Podem levar a graves consequéncias, como a obstrucdo do fluxo urinario.
O tratamento eficaz depende da anélise adequada da composi¢do dos urolitos presentes. Com
0 presente estudo objetivou-se avaliar a composicéo de calculos urinarios de cées atendidos
no Municipio de Goiania, fazendo uso de andlise quimica por meio 0 uso de reagentes
comerciais e da espectroscopia de energia dispersiva — EDS, de modo a estabelecer a relagéo
entre a composicao dos urolitos e caracteristicas individuais e clinicas dos animais, bem como
a comparacdo entre ambas as técnicas. Foram analisados 55 urolitos cirurgicamente
removidos da vesicula urinaria de cdes. Dos célculos analisados, 51 apresentaram estruvita
(15 de maneira isolada), 32 fosfato de célcio (todos associados a estruvita), cinco oxalato de
calcio (dois apenas com esse mineral), cinco urato (dois apenas com esse mineral) e quatro
silica (nenhum apresentava silica isoladamente em sua composi¢do). A combinacdo mais
comum foi a de estruvita com fosfato de calcio. O EDS permitiu a avaliacdo da composi¢do
das diferentes regides dos célculos de maneira independente, bem como a analise
microscopica da estrutura do mesmo, mas nao possibilitou a identificacdo especifica do urato.
Desse modo a sua associacao a técnica quimica a torna uma técnica eficiente para a analise

dos urdlitos.

Palavras-chave: calculos urinarios, calculos vesicais, estruvita, fosfato de calcio, urolitiase.



ABSTRACT

Dog bladder uroliths composition determined by energy dispersive spectroscopy (EDS) and

chemical analysis

Urolithiasis is frequently and recurrently observerd on dogs.. Uroliths are crystalline
concretions that form in the lumen of the urinary tract due to urine oversaturation by minerals.
They may lead to serious consequences, such as obstruction of the urinary flow. An efficient
treatment depends on the compositional analysis of the uroliths This study aimed to evaluate
the composition of dog’s urinary calculi in the city of Goiania, by using chemical analysis and
energy dispersive spectroscopy — EDS. Comparisons between the composition found and
individual and clinical characteristics of the patients were made, as well as comparisons
between both techniques. Analysis were held on 55 surgical removed uroliths fom the bladder
of dogs. Struvite was present in 51 of the uroliths (15 isolatedly), calcium phosphate in 32
(always associated to struvite), calcium oxalate in five (two isolatedly), urate in five (two
isolatedly) and silica was present in four (none of the uroliths was composed only by silica).
The most common combination of compounds was that of struvite and calcium phosphate.
EDS permitted both the evaluation of the different regions of the uroliths and the
microscopical observation of the sample structure, but didn’t allow the correct identification
of the urate. The association between both techniques was efficient on evaluating the calculi

composition.

Key words: bladder calculi, calcium phosphate, struvite, urinary calculi, urolithiasis.



1. INTRODUCAO

O trato urinario pode ser acometido por diversas enfermidades. A urolitiase é uma
afeccdo metabdlica que frequentemente afeta os animais domésticos e 0s seres humanos e que
possui altos indices de recorréncia. Os urdlitos sdo formados por precipitacdo anormal de
cristais em uma urina supersaturada. A presenca de concreces ao longo do trato urinario
pode levar a problemas como inflamacéo local ou mesmo obstrucéo e, por esse motivo, possuli
grande importancia clinica.

Os urdlitos podem apresentar diferentes minerais em sua composicdo e o
tratamento correto, bem como a prevencdo da recorréncia do problema dependem de quais
minerais estdo presentes. A composicdo também tem relacdo com a compreensdo dos fatores
que podem ter ocasionado o desenvolvimento priméario da urolitiase. Dessa forma, ja que o
problema ndo se encerra com a remocao dos urdélitos, é importante proceder a analise da
composicdo dos mesmos. Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas. A analise
qguimica se baseia em reagdes para identificar a presenca de determinados radicais quimicos,
enquanto a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) é uma técnica que se utiliza de meios
fisicos (dispersdo de energia) para identificar os elementos presentes em uma determinada
amostra. E importante utilizar uma técnica que permita a obtencdo do maior nimero de
informacBes a respeito da composi¢do, bem como do processo de desenvolvimento dos
urélitos. Por se tratar de uma enfermidade de causas multifatoriais, o clinico veterinario
necessitara dessas informacgdes para que possa dar inicio e continuidade a um tratamento
eficaz em longo prazo.

Estudos epidemiol6gicos com relacdo a composi¢do dos urélitos também séo
necessarios para aumentar o conhecimento sobre a enfermidade e para que se conhecam quais
fatores estdo agindo sobre uma determinada populacdo em um determinado momento,
levando ao desenvolvimento da enfermidade. O ideal é que esses estudos epidemiologicos
sejam realizados também de forma continua, para estabelecer até mesmo 0s eventos que
ocasionam alteragdes na formagéo e composicao dos urolitos.

Diversos fatores externos ao organismo do animal podem interferir na composicao
dos calculos urinarios desenvolvidos, bem como na epidemiologia da enfermidade em uma
determinada regido geografica. Podem ser citados a popularidade das diferentes racas e do
tamanho dos animais; a possivel preferéncia da populagdo por um ou outro sexo; as

particularidades econémicas, sociais e culturais locais; as caracteristicas de manejo e tipo de



alimentacdo fornecida; a qualidade do solo e da agua e também o acesso a atendimento
médico veterinario pela populagéo.

Devido a importancia da enfermidade e a necessidade de ampliar o conhecimento
a seu respeito, foram feitas andlises da composicdo de urolitos caninos cirurgicamente
removidos no municipio de Goiania por meio de EDS e analise quimica, duas técnicas que,
quando utilizadas de maneira complementar sdo eficientes na identificagdo dos compostos
presentes. Os resultados foram entdo relacionados as caracteristicas dos pacientes para gerar

informacdes acerca da epidemiologia da urolitiase na regiao.



2. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

2.1. Urolitiase

O termo urolitiase refere-se as causas e efeitos da presenca de precipitados
minerais macroscopicos, os urolitos, em qualquer segmento do trato urinariol. Embora as
causas ndo estejam bem estabelecidas, sabe-se que a enfermidade decorre da interacdo de
diversos fatores familiares, congénitos e adquiridos. Essa interacdo aumenta o risco de
precipitagdo de metabolitos sob a forma de cristais na urina, fator primordial da formag&o dos
urdlitost2,

A urolitiase € uma afeccéo relativamente comum na clinica de pequenos animais e
é a terceira enfermidade mais comum do trato urinario dos cdes®. A prevaléncia nesses
animais é variavel e diferentes estudos indicam valores que oscilam de 0,5% a 1%°, de 1,5% a
3,0%*, ou mesmo em torno de 1,6%". As recidivas sdo frequentes e, por esse motivo, devem
ser tomadas medidas de tratamento e manejo em longo prazo dos animais afetados™®"®°.

A presenca de urolitos no trato urindrio pode ocasionar diversas consequéncias,
como inflamagfes e lesdes no uroepitélio, infeccbes e, em casos mais graves, obstrucdo
parcial ou total do fluxo urinério, resultando em uremia, injdria renal e morte>*%*,

A urolitiase ocorre devido a supersaturacdo da urina por cristais; a acdo de
promotores de nucleacdo e de crescimento e agregacdo; e a reducdo da atividade dos
componentes urinarios inibidores desse processo. A formacao dos urélitos € influenciada por
diversos fatores de risco, sendo que apenas alguns séo conhecidos. Destes, podem ser citados
raca, sexo, idade, pH urinario, anormalidades anatdbmicas e de metabolismo, infeccbes
urinarias e caracteristicas da dieta’*®. A administracdo de determinadas drogas como
alcalinizantes ou acidificantes de urina, corticosterdides e quimioterapicos também pode
contribuir para a formagdo e desenvolvimento de concrec¢des urinariast. Fatores ambientais
relacionados a regido em que o animal vive como caracteristicas e qualidade de solo e agua,
como por exemplo, seu pH, também podem influenciar na ocorréncia desse fendbmenot. As
caracteristicas epidemiologicas da urolitiase, bem como seus fatores de risco, sdo afetados por
particularidades regionais e mesmo temporais, aumentando a complexidade do
estabelecimento de quais fatores estdo presentes em cada caso***2.

A supersaturagdo por cristais, de maneira isolada, ndo leva necessariamente ao

14,15

desenvolvimento dos urolitos ™, pois existem outros elementos envolvidos no processo,



como os fatores de inibicdo da nucleagdo e de crescimento e agregacdo™®. Nem todos os
fatores de risco e de protecdo contra a formagdo de urdlitos possuem igual importancia.
Dependendo da composicdo do urolito, cada um desses elementos pode ter um papel
significante ou limitado na patogenia do problema?. A urolitiase €, portanto, uma enfermidade
multifatorial e de desenvolvimento complexo.

A determinacéo dos diferentes fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da
urolitiase é importante para que sejam identificadas as populagdes e os animais suscetiveis
visando aumentar a precocidade do diagnostico e a reducdo da exposicdo desses animais a
esses mesmos fatores e eventos e, dessa forma, prevenir a ocorréncia e minimizar a
recorréncia das urolitiases*®. O conhecimento com relacio & epidemiologia da enfermidade
nas diferentes regibes geograficas se faz necessario para que sejam identificadas as
caracteristicas e tendéncias associadas a ela. E importante que se conhecam relacdes das
caracteristicas da urolitiase com elementos ligados ao paciente e ao ambiente para auxiliar 0s
clinicos a aprimorar a eficiéncia do diagndstico e os cientistas a identificar possiveis modelos
de estudo®.

Recidivas sdo muito frequentes, especialmente em se tratando de urolitiases por
cistina e urato, por terem como causa, enfermidades metabolicas. Por esse motivo, deve ser
instaurado tratamento profilatico, associado ao monitoramento do paciente com histérico da

enfermidade®®.

2.2. Formagcao e desenvolvimento dos urdlitos

A espécie canina € utilizada como modelo de estudo da urolitiase em seres
humanos e, por esse motivo, 0 comportamento do desenvolvimento de urélitos nessa espécie é
bastante estudado'’. No entanto, a etiologia da urolitiase é bastante complexa e diversos
fatores estdo envolvidos de maneira concomitante®.

O sistema urinario dos animais e seres humanos tem a funcdo de eliminar
metabolitos na forma liquida. No entanto, alguns dos metabdlitos a ser eliminados sdo menos
sollveis e podem se precipitar como cristais na urina*®*®, Caso permanecam no limen do
trato urinario, esses cristais litogénicos microscopicos podem se combinar e levar ao
desenvolvimento de urolitos macroscépicos que podem causar diversas alteragdes, como as
obstruces parciais ou totais®*®,

O desenvolvimento de um célculo urinario da-se pelas fases de iniciacdo e de



crescimento. Essas fases sdo distintas e complementares®. Os fatores que predispdem a
formacdo de urélitos nos animais si0 0s mesmos observados em humanos'’. As etapas
fisioquimicas que levam a formacdo e ao desenvolvimento dos urdlitos sdo divididas em:
supersaturacao, nucleacdo e crescimento e agregacéo das particulas e cristais™.

A supersaturagcdo da urina com minerais litogénicos é fator determinante e
iniciador para que haja a formacéo de calculos urinarios'. Na circunstancia de uma urina
supersaturada, se houverem calculos presentes, eles podem continuar crescendo. Mas na
auséncia de célculos ja formados, o grau de supersaturacdo deverd ser maior, para que a
precipitacéo ocorra®”*®. A supersaturagdo é influenciada por trés fatores: aumento do grau de
excrecdo urinaria dos minerais, reducdo dos inibidores de cristalizacdo na urina e pH
urinario’.

A nucleacdo ocorre quando ha precipitacdo dos cristais na urina supersaturada e
iniciacdo da formacdo da fase s6lida®®. Pode ser homogénea, quando a supersaturagio
isoladamente leva a precipitagdo espontdnea dos cristais e a formacdo do urdlito; ou
heterogénea, quando o calculo se desenvolve pela precipitacdo dos cristais sobre material
solido pré-existente no limen do trato urinario. A fase solida reduz o nivel necessario de
supersaturacdo para que haja precipitacdo. A nucleacdo heterogénea pode acontecer ao redor
de um nucleo pré-formado por meio da nucleacdo homogénea, ou mesmo ao redor de
materiais estranhos ao trato urinario, como fios de sutura, cateteres, material cirdrgico, dentre

7,18,19,21

outros Para o crescimento e agregacdo dos minerais, 0 teor de supersaturacao

necessario € menor pela presenca de substancia sélida no limen do trato urinario, fator que
também explica a nucleagdo heterogénea’?*.

Ha trés teorias ndo mutuamente exclusivas que explicam a fase de litogénese:
teoria da precipitacdo e cristalizacdo, teoria da nucleacdo da matriz e teoria da inibicdo da
cristalizacdo. Na teoria da precipitacdo e cristalizacdo, a formacdo dos urolitos depende
apenas da supersaturacao da urina e ndo envolve presenca de matriz ou reducdo de inibidores
de cristalizacéo; os cristais precipitam e ocorre a nucleagdo. Na teoria de nucleacdo da matriz,
a nucleacédo ¢é dependente, além da supersaturagdo urinaria, da presenga das mucoproteinas da
matriz, que agindo como nucleo inicial, provocaria a agregacdo dos cristais sobre ela. J& na
teoria da inibicdo da cristalizagéo, a formacéo dos célculos depende da reducdo de inibidores
da cristalizacdo associada & supersaturago da urina®.

Os fatores de inibicdo da nucleacdo e do crescimento e agregacdo de cristais
podem possuir grande importancia no processo de desenvolvimento dos calculos urinarios.

Esses fatores fornecem protecdo contra o desenvolvimento de calculos urinarios em



individuos normais e a sua deficiéncia na urina pode predispor & urolitiase'**°. Alguns fatores
inibidores sdo as glicoproteinas, o pirofosfato, o citrato, os glicosaminoglicanos e a
nefrocalcina “*°. Alguns minerais, que agem na formacéo de alguns urélitos também podem
inibir o desenvolvimento de outros, como por exemplo 0 magnésio, que entra na composi¢do
da estruvita, pode agir como inibidor de urdlitos de oxalato de célcio. Em contrapartida,
determinados minerais que também entram na composicao de alguns ur6litos também podem
participar na cristalizacdo de outros tipos minerais, como o acido urico, formador de urolitos
de urato e que pode estimular a deposicdo de cristais de oxalato de calcio?®?. As alteracdes
dos fatores de inibicdo da formacdo de urdlitos podem ser qualitativas e ndo necessariamente
quantitativas™.

Diversas substancias na urina podem atuar como inibidores de crescimento e
agregacdo de cristais, mas o comportamento especifico dessas substancias, e como elas
interagem entre si ndo estdo totalmente estabelecidos**®. A urina normal possui a capacidade
de inibir o desenvolvimento de cristais, impedindo o processo de nucleacdo dos urélitos e
reduzindo a taxa de crescimento de calculos muito pequenos e indetectaveis®®?*.

Glicoproteinas sdo inibidores da formacdo de céalculos urinarios. E 0s
glicosaminoglicanos possuem papel determinante na urolitiase por oxalato de célcio™. Na
urina dos pacientes que desenvolvem urolitiase, as glicoproteinas também se encontram
presentes. No entanto, sdo menos eficientes e possuem composicdo e propriedades fisicas
anormais. Dessa forma, essas desordens moleculares estdo relacionadas a formacdo de
calculos urinarios®. A atividade inibidora das proteinas na urina depende apenas parcialmente
da sua concentragdo™.

Ha uma relacdo complexa entre os diversos componentes urinarios. Por exemplo,
substancias organicas naturalmente encontradas na urina e que agem como inibidores da
deposicdo de cristais de oxalato de célcio (como as glicosaminoglicanas) podem ser
inativadas pela presenca de uratos. Entretanto, essa afirmacéo nio é verdadeira para todos os
inibidores. A atividade da nefrocalcina como inibidor da cristalizacdo de oxalato de calcio,
por exemplo, permanece inalterada sob altos niveis de urato, 0 que demonstra a complexidade
da relacéo dos diferentes compostos urinarios™.

N&o ha associacdo entre alto grau de dureza da agua (determinado pela
concentracdo de ions, especialmente calcio e magnésio — quanto mais ions, maior o grau de
dureza)®® com a formagao de urélitos™2. Normalmente, a formacéo dos célculos urinrios é um
processo com duragdo de semanas a meses'®.

Apobs a formacdo de um calculo urinario, ele pode se dissolver de maneira



espontanea, continuar crescendo como urolito ativo, ou permanecer do mesmo tamanho, se
tornando um urdlito inativo. Ou mesmo, se seu tamanho for reduzido o suficiente, pode ser
expelido do trato urindrio sem causar danos ao mesmo. O crescimento total de um urdlito é
resultado das fases de nucleacdo e crescimento*!®. Os urélitos ativos podem continuar
crescendo com a deposi¢do dos mesmos tipos de cristais que levaram a iniciacdo do urdlito,
ou com cristais diferentes, se a supersaturagdo ocorrer por outros tipos de minerais, levando a
uma variacdo na composicéo dos urélitos™*’.

O crescimento de um uro6lito depende principalmente da existéncia de cristais na
urina supersaturada e ndo tem mais relagdo com reducdo de fatores de inibicdo da litogénese.
O grau de supersaturacdo necessario para o crescimento € também muito menor que aquele

necessario para a ocorréncia da nucleacdo espontanea®.

2.3. Caracterizacao dos urdlitos

Os urolitos, assim como os cristais urinarios microscopicos sdo agregados solidos
cristalinos®®, podendo conter também substancias ndo cristalinas, que se formam no trato
urinario. Podem ser compostos de um ou mais tipos minerais, que podem estar depositados
em camadas ou distribuidos de forma mista por todo o urélito'®*. Também é possivel que
algumas drogas se precipitem sob a forma de cristais na urina, podendo originar calculos
urinarios'®.

Os urélitos podem ser multiplos ou (nicos e os tamanhos s&o muito variaveis”.
N&o existe um consenso em se tratando da classificacdo dos urélitos quanto a quantidade de
componentes encontrados em sua composicdo. Podem ser classificados, por exemplo, em
simples (mais de 70% de sua composicdo é de apenas um tipo de mineral), mistos (apenas
uma camada identificavel, sem predominio de mais de 70% de um mineral), ou compostos
(camadas justapostas com composi¢Ges minerais distintas). Também sdo classificados como
compostos 0s urolitos que se formam ao redor de material estranho ao trato urinario, como
fios de sutura, cateteres urinarios, objetos metélicos entre outros’.

A maioria dos urolitos é classificada como simples, e é composta de um Unico
tipo mineral, ou adicionado de quantidades muito pequenas de outros minerais. Em uma
mesma camada do calculo, também podem estar presentes mais de um composto mineral %3,
Os urdlitos normalmente séo divididos em areas distintas: o nucleo, a érea central

de iniciagdo do desenvolvimento do urélito, nem sempre localizado no centro geomeétrico



deste; a pedra, maior regido do urolito; a parede, que € a regido que circunda completamente a
pedra e de maneira concéntrica (Figura 1); e os cristais de superficie, que podem encontrar-se

exteriores & parede, mas néo a circundam de maneira completa”*®,

o
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FIGURA 1- Micrografia de porcéo de urélito canino onde podem ser visualizadas regides distintas. N:
nucleo. PD: pedra. PA: parede

Nos cées, a localizacdo mais comum dos urdlitos é na vesicula urinaria®*>**. Nos
humanos os nefrélitos sio mais comuns que os calculos vesicais®. A idade dos cies afetados
varia muito, mas a maioria dos casos € descrita na idade adulta. Os mais afetados sdo os
animais machos, adultos e de raca definida, sendo que a ocorréncia esta distribuida em
diversas racas”.

Os diferentes tipos de urolitos possuem aparéncias tipicas, de acordo com sua
composi¢cdo, mas ndao sdo incomuns os célculos que ndo se apresentam sob essas formas.
Portanto, a composi¢cdo interna de um célculo ndo pode ser determinada pela aparéncia
exterior do mesmo®®,

Além dos calculos urinarios compostos por minerais, ha também, aqueles

formados por metabdlitos de drogas, que sdo menos comuns. As substancias mais



frequentemente encontradas compondo os urélitos sdo: estruvita (fosfato de amonio
magnesiano), oxalato de célcio (nas formas mono e dihidratada), fosfato de calcio
(hidroxilapatita, carbonato apatita e brushita), uratos (sais de sédio ou amoénio), silica e
cistina’®?®. Os dois tipos de calculos mais frequentes nos cdes sdo aqueles compostos de

estruvita e oxalato de calcio™****"%,

2.4. Tipos de urolitos
2.4.1. Célculo de estruvita

A estruvita ou fosfato de amobnio magnesiano € historicamente o mineral mais
frequentemente encontrado nos urdlitos caninos™**"?®, A grande maioria dos urélitos de
estruvita se forma na bexiga, sendo que apenas 5% dos nefrolitos e ureterolitos sdo formados
de estruvita®®. Na espécie canina, infeccBes do trato urinario por bactérias produtoras de

urease estdo intimamente relacionadas & urolitiase por estruvita®"*°.

A Dbactéria mais
comumente isolada nesses casos é Staphylococcus intermedius. Menos frequentemente tem-se
Proteus spp e Ureaplasma urolyticum. A Escherichia coli ndo é produtora de urease e,
embora seja frequentemente isolada do trato urinario, geralmente ndo ocasiona calculos de
estruvita®. Urina com pH alcalino e com cristais de magnésio e fosforo predispde a formagéo
de urolitiase por estruvita’.

A urease é uma enzima que, em presenca de agua, hidrolisa a uréia produzindo
grandes quantidades de amdnia e carbonato. A aménia se combina a agua ou ions hidrogénio
e forma ions aménio. Além disso, as bactérias produtoras de urease alcalinizam o pH urinario,
ja que a hidrolise eleva o pH do meio, favorecendo ainda mais a precipitacdo dos cristais de
estruvita, uma vez que o pH elevado diminui a solubilidade do fosfato magnesiano de
amoénio®. Um pequeno percentual de cdes pode desenvolver urélitos de estruvita sem a
presenca de infecgdo bacteriana®’.

Nas fémeas caninas, os urélitos mais comuns sdo os de estruvita (76,8%),
sequidos por aqueles formados de oxalato de calcio (12,9%)%. As fémeas sdo mais
predispostas a formacdo de calculos de estruvita que os machos, pois sdo também mais
suscetiveis as infec¢Bes urinérias devido as caracteristicas anatdmicas da uretra feminina, que
possui lumen mais largo e curto, o que facilita a entrada de bactérias no trato urinario de

maneira ascendente®92728:29.31.32.
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Os célculos de estruvita ocorrem mais frequentemente em animais de raca do que
naqueles sem raca definida. A raca Labrador Retriever possui uma alta taxa de formacéao de
célculos de estruvita®. Outras racas que comumente desenvolvem esse tipo de calculo sdo
Yorkshire Terrier, Cocker Spaniel, Schnauzer Miniatura e Bichon Frisé**.

Célculos de estruvita sdo passiveis de dissolu¢do, com uso de dieta litolitica e, em
caso de infeccdo urinria, antibioticoterapia®. O controle de infecces urinérias, também
auxilia na prevencdo da ocorréncia ou recorréncia desse tipo de urélito®.

Dieta Umida com reduzida quantidade de proteina de alta qualidade, pequena
quantidade de fésforo e magnésio e com suplementacdo de cloreto de sodio para estimular
sede e poliuria é recomendada para a dissolucdo de célculos de estruvita. O objetivo dessa
dieta é aumentar a diluicdo da urina e reduzir as concentragdes urinarias de fésforo, magnésio
e ureia, que € hidrolisada pela urease bacteriana. A dieta litolitica ndo é recomendada em
longo prazo. O uso de dieta especifica pode levar a dissolugdo dos ur6litos em duas a seis
semanas, mas esse periodo pode variar muito, dependendo do tamanho e nimero de urolitos
presentes?®.

No caso do uso de dietas acidificantes, é importante que se faca 0 monitoramento
da cristaldria do animal. Se houver cristallria persistente, ha o risco de induzir a formacéo de
calculos de oxalato de célcio, pois os fatores que levam a formacdo de ambos os tipos de
calculos sdo opostos. As vezes, pode ocorrer a deposicio de cristais de oxalato de calcio sobre

urélito de estruvita, o que impede sua dissolugdo’ 2.

2.4.2. Calculo de oxalato de célcio

Nos calculos urinarios, o oxalato de calcio pode se encontrar sob as formas
monohidratada, mais comum nos cées, e dihidratada, menos comum™. Os célculos de oxalato
de célcio sdo, historicamente, o segundo tipo de urélito mais frequente nos cies™**?"?. Nos
humanos, o oxalato de célcio é o urdlito mais frequente, pois a urina humana € naturalmente
supersarturada de calcio. Os inibidores do crescimento de cristais de oxalato de célcio
possuem, portanto, um papel importante nessa espécie. A inibicdo observada na urina de seres
humanos saudaveis é principalmente realizada pela presenca glicoproteinas sob diversas
formas moleculares®. Ha uma forte relacdo entre 0 aumento da eliminacéo urinaria de 4cido
urico e urolitiase por oxalato de calcio nos seres humanos, pela agdo do &cido Urico sobre as

glicoproteinas presentes na urina®.
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Pacientes humanos que desenvolvem calculos de oxalato de calcio produzem
glicoproteinas menos eficientes na inibicdo da formacdo de urolitos. Alteragdes moleculares
nas glicoproteinas, que sao inibidores desse tipo de urolito, podem ser responsaveis em parte
pela formacdo de calculos de oxalato de célcio. Nos pacientes formadores desse tipo de
calculos, essas moléculas possuem menor afinidade por cristais e poucas propriedades
surfactantes quando comparados aos néo formadores de calculos®. Outros fatores além dos
glicosaminoglicanos podem agir como inibidores do desenvolvimento de célculos de oxalato
de célcio e também podem estar alterados™*.

Urina com pH &cido e com presenca de cristais de calcio e oxalato predispfe a
formacao de urolitiase por oxalato de célcio’. O hiperadrenocorticismo é uma condigdo que
favorece o desenvolvimento de calculos contendo célcio em sua composicdo. Isso ocorre
devido a producdo anormal de cortisol pelas adrenais, o que leva ao aumento da reabsor¢édo
0ssea de calcio, aumento da concentracdo sérica do mineral e a uma excre¢do urinaria também
aumentada do mesmo’>*. A acidose associada a dieta acidificante ou acidificantes urinarios
também podem levar & hipercalcidria e formacéo de urélitos de oxalato de célcio’.

Célculos de oxalato de célcio sdo mais frequentes nos machos que nas
fémeas'® 92627283032 - g fémeas de Schnauzer possuem a mesma chance de desenvolver
urélitos de oxalato de célcio e de estruvita, diferentemente das fémeas de outras ragas®’. A
urolitiase por oxalato se desenvolve principalmente em cdes de ragas pequenas?®**°. A
probabilidade de formacdo dos calculos de oxalato de célcio aumenta com a idade do animal,
por essa razdo a ocorréncia de calculos de oxalato de calcio se da em animais mais velhos que
aqueles que desenvolvem urélitos de estruvita?®2333!,

Os urdlitos de oxalato de céalcio, uma vez formados, ndo podem ser
dissolvidos’,?®. Os Gnicos tratamentos possiveis sdo a remocdo cirlrgica, ondas de choque e
urohidropropulsdo. Alteracdes na dieta podem, no entanto, evitar o crescimento dos urélitos
presentes e minimizar a recorréncia”®. A dieta para célculos de oxalato de calcio deve reduzir
a supersaturacio da urina por calcio e oxalato e aumentar a diluicdo da urina. E recomendado
0 uso de dieta Umida ndo acidificante, com baixos teores de célcio e oxalato, além de
quantidade adequada de fosforo para evitar a ativacdo renal da vitamina D. Também ¢é
indicado evitar suplementagdo de vitaminas D e C*. Dietas com baixas concentracées de
proteina e que levam 4 alcalinizacéo da urina séo desejadas’.

E importante levar em consideracdo que o uso de dietas acidificantes para
dissolver os calculos de estruvita e alteragdes nas dietas de manutengdo visando reduzir a

cristaldria por estruvita podem aumentar a incidéncia de urolitos por oxalato de calcio, ja que
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as condicbes para a deposicdo de oxalato de célcio sdo opostas as de deposicdo de
estruvita’*®?°. Dietas ricas em fontes de proteina vegetal contém grandes quantidades de

4cido oxalico e também podem facilitar & formacéo de calculos de oxalato de célcio’.

2.4.3. Calculo de fosfato de célcio

O fosfato de célcio nos calculos pode estar nas formas de carbonato apatita,
hidroxilapatita e brushita. Os fatores que aumentam o risco de um paciente desenvolver
urélitos com esse composto sdo urina alcalina, excrecdo aumentada de fosfato e célcio na
urina e infeccdes urinarias por bactérias produtoras de urease. Essas bactérias hidrolisam a
ureia em amonia e carbamato que entra na composicdo dos calculos de fosfato de calcio’.
Causas que levam a hipercalcemia, como neoplasias, intoxicacao por vitamina D e excesso de
célcio na dieta também podem predispor a esse tipo de urolitiase®.

Urolitos simples de fosfato de célcio sdo pouco frequentes?®, mas esse mineral
estd constantemente associado a estruvita em calculos compostos e mistos. A maior parte dos
urélitos formados por mais de um tipo mineral € composta de estruvita e fosfato de
calcio®®?"3,

A presenca de fosfato de célcio em conjunto com a estruvita indica que a
urolitiase ocorreu devido a presenca de infec¢do bacteriana e uma terapia especifica para o
fosfato de célcio ndo se faz necessaria. No entanto, se a terapia preconizada incluir dietas para
acidificar a urina, é interessante que se faca 0 monitoramento da cristalUria do animal. Se
persistir a cristaltria por célcio, ha o risco de induzir a formacéo de calculos de oxalato de
célcio®. A acidificacdo da urina minimiza a formacéo de fons fosfato, inibindo a formagéo de
calculos de fosfato de calcio. No entanto, pode favorecer a deposicdo de oxalato de célcio,

especialmente em uma urina que ja apresenta supersaturacao de calcio’.

2.4.4. Célculo de urato

Os animais que desenvolvem céalculos de urato geralmente ndo apresentam
cristalGria®®. Em cdes com shunts portossistémicos, alteracOes hepaticas graves ou alteracdes
metabdlicas, a degradacdo das purinas ndo se completa e ha aumento da excre¢do de &cido

urico, o que ocorre devido a deficiéncia da enzima acido Urico oxidase, sintetizada no figado.
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Essa enzima é responsével por finalizar o metabolismo das purinas, agindo sobre o &cido
Grico e formando a alantoina, que é mais soltvel*®**".
A raca Déalmata é a mais frequentemente afetada pela urolitiase de

1,11,26,28,30,32,38

urato e, por esta razdo, os urélitos mais frequentes nesta raca sdo constituidos

por urato®**%. De 26,5% a 34% dos Dalmatas desenvolvem urolitiase por urato em alguma
fase da vida®*“°.

Nos Dalmatas, assim como nos seres humanos formadores de calculos por urato, a
hiperuricosiria ndo se deve a reducdo da enzima 4&cido Uurico oxidase, e sim a
impermeabilidade parcial das membranas celulares hepaticas ao 4cido Urico e a sua baixa taxa
de reabsorcdo nos tdbulos proximais**>*®3%%° Devido a um erro de metabolismo provocado
pela mutacdo do gene SLC2A9, o produto principal do metabolismo das purinas € o &cido
Grico e ndo a alantoina®. Por esse motivo, todos os Dalmatas excretam naturalmente grande
quantidade de 4cido Urico na urina e sdo potenciais formadores de urdlitos de urato®*>%03%4°,
Os Délmatas que formam célculos de urato apresentam excrecdo urinéria de proteina de
Tamm-Horsfall e de glicosaminoglicanos reduzidas, quando comparados aos saudaveis.
Também ha aumento mais acentuado dos niveis urinarios de acido Grico nos cies afetados'”.

Enquanto em cées de outras racas praticamente todo urato formado na degradacao
das purinas é metabolizado em alantoina, que é extremamente sollvel e excretada pelos rins,
nos Dalmatas, apenas 30% a 40% da xantina € convertida em alantoina, o que eleva as
concentragdes séricas e urinarias de urato®®.

Cées machos sdo mais predispostos a urolitiase por urato®®?" %% As fémeas sdo
raramente afetadas provavelmente porque eliminam com mais facilidade os pequenos calculos
de urato sem chegar a desenvolver sinais clinicos®.

Célculos de urato se formam em urina &cida e estdo associadas ao consumo de
dietas ricas em proteinas, além das disfuncdes hepéaticas e metabdlicas que prejudicam o
metabolismo das mesmas’. Esse tipo de urélito, em animais de ragas diferentes da Dalmata
pode ser indicativo de anormalidades portais ou disfungdes hepaticas™®?

Urolitos de urato de amonio sdo passiveis de dissolug&o7’29. Em uma dieta para
dissolugéo de calculos de urato de amonio, se busca a redugdo da excre¢do urinaria de acido
Grico e amodnio'®®. As dietas recomendadas sio aquelas que alcalinizam a urina
(suplementacdo de citrato de potéssio), com restricdo de proteina e com alto teor de
umidade”?. O alopurinol também pode ser usado na terapia de dissolucdo. S&o indicados
tratamentos dietético-profilaticos em cdes com alta probabilidade de recorréncia de calculose

de urato?,
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O alopurinol inibe a conversdo de xantina em &cido drico, no entanto, é
importante lembrar que a xantina também pode se precipitar e formar urélitos, ou mesmo uma
camada de deposicdo de xantina sobre o urdlito de urato. Para evitar esse problema, é
necessario associar o0 uso do alopurinol a reducdo da quantidade de purina na dieta. Portanto,

o uso prolongado de alopurinol, como forma de profilaxia, deve ser evitado®.

2.4.5. Céalculo de xantina

A xantina é produzida no metabolismo das purinas. Ela é convertida em &cido
urico pela acdo da enzima xantina oxidase. Animais com xantindria hereditaria possuem
deficiéncia dessa enzima e, nesses casos, a formacdo espontanea de urdélitos por esse
metabdlito pode ocorrer, embora seja mais rara”*®*'. Os urélitos de xantina também podem
ser iatrogénicos provocados pelo uso de alopurinol para tratamento de urolitiase por urato ou
de leishmaniose* 184142,

Com o uso do alopurinol, as concentracGes urinarias de urato diminuem, mas 0s

7,18,41,42

de xantina aumentam . Dessa forma reforga-se a indicacdo de que altas doses de

alopurinol ou sua prescricdo por tempo prolongado nio séo recomendadas* 2.
Célculos urinarios de xantina sdo insoltveis*, ocorrem mais em machos®® mas sdo

pouco freglientes nos caes™.

2.4.6. Célculo de cistina

A cistindria nos cdes ocorre por um erro hereditario metabdlico no tabulo renal,
de maneira que a cistina e outros aminoécidos ndo essenciais sdo excretados de maneira
excessiva. Os cristais de cistina se precipitam com facilidade na urina, podendo formar
urélitos>**2.

A cistina é muito pouco soltvel em urina &cida®*>®. As chances de formag&o dos
célculos de cistina e urato diminuem com o aumento da idade?. Os urélitos de cistina afetam

0s machos em quase 100% dos casos®?2%,

Os urdlitos de cistina sdo passiveis de dissolucdo®’*®?: e para que isso ocorra,
a solubilidade da cistina deve ser aumentada e a concentragcdo desse tipo de cristal na urina

deve ser reduzida®'®. Para tanto, deve-se alcalinizar a urina, reduzir as quantidades de
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proteina na dieta, especialmente as fontes ricas em metionina, que é precursora de cisteina,
além de aumentar a ingestdo hidrica do paciente”'®?°. Determinadas drogas também podem
ser utilizadas para terapia de dissolucdo desse tipo de urolito. Pode ser citada a D-
penicilamine, que pode ocasionar diversos efeitos adversos, como vomitos, supressdo da
medula 6ssea, nefrotoxicidade, hepatotoxidade e teratogénese®®. A droga N-(2-
mercaptopropionil)-glicina (2-MPG), ndo encontrado no Brasil, também pode ser usada na
terapia de dissoluc&o™®%.

A recorréncia de urolitiase por cistina em até 12 meses ap0s a remocdo ou
dissolugédo € muito frequente e a presenca de cristallria por cistina deve ser monitorada e, se

preciso, controlada com o uso de terapia dietética e de alcalinizacio da urina®.

2.4.7. Célculo de silica

Dietas contendo como principais fontes de proteina os vegetais predispbem a
urolitiase por silica, pois possuem grandes quantidades de acido silicico, aumentando a

excrecéo de silica na urina”%

. A composicdo da &gua e do solo também podem estar ligadas a
ocorréncia de urélitos por silica®.

Urdlitos de silica ocorrem principalmente em machos e a raca Pastor Alemédo é
especialmente predisposta®*. Recorréncias de urolitfase por silica sio incomuns*. Esse tipo

de calculo ndo pode ser dissolvido com dieta ou medicamento®.

2.5. Diagndstico da urolitiase

O diagnostico da urolitiase é realizado com base em sinais clinicos associados a
exames laboratoriais e de imagem como radiografia e ultrassonografia, palpacdo direta ou
indireta com o uso de cateter uretral e, em alguns casos, pela eliminacdo de pequenos urdlitos
durante a micgao”. O trato urinério responde de maneira limitada as vérias enfermidades e os
sinais clinicos s&o inespecificos®.

O tipo de manifestagdo clinica depende da localizagdo do urolito, do seu numero e
tipo. Os urolitos podem resultar dano ao uroepitélio, inflamacéo ou infec¢do do trato urinario.
Podem ainda interferir com a frequéncia da miccdo e com a capacidade de eliminagdo da

urina®®.
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Os caélculos urinrios podem provocar lesdes secundéarias no trato urinrio, mas
em grande parte dos casos, cerca de 60,5%, sdo um achado incidental e ndo provocam lesdes.
Alteracbes que podem estar associadas a presenca dos urolitos no trato urinario incluem
cistite, obstrucdes uretrais, hidronefrose, ruptura vesical, pielonefrite, uretrite, obstrucédo
vesical, dilatagdo vesical e ruptura uretral®. Se por um lado a presenca de infecces no trato
urinario aumenta o risco de ocorréncia de urolitiase’, por outro a presenca de calculos também
é fator de risco para infeccdes urinarias™™**. Portanto, animais com urolitaise frequentemente
apresentam infeccoes™.

Os sinais podem incluir hematdra, que é o sinal clinico mais frequentemente
relatado, estranguria, andria, disdria ou polacilria, incontinéncia urindria e mudancas nos
habitos urinarios®*>*2. Outra possivel consequéncia da presenca de urélitos é a obstrugdo do
fluxo urinario, o que leva a azotemia, uremia pds-renal, destruicdo do parénquima renal e
septicemia, se no tratada, culminando na morte do animal®****%*_ A maioria dos casos de
obstrugéo do fluxo urinério ocorre nos machos, devido & sua uretra mais longa e delgada”.

Sinais sisttmicos como vomito, anorexia e letargia também podem estar presentes
nos cdes urémicos. Ao exame clinico, podem ser notadas alteracbes como bexiga targida,
repleta e sensivel, alem de dor na regido renal. Calculos palpdveis também podem ser
percebidos ao exame fisico, no entanto, sio mais raros®’. Casos assintomaticos sio muito
comuns e um animal pode possuir urélitos por anos sem desenvolver qualquer manifestacao
clinica®. Cerca de dois tercos dos animais acometidos pela urolitiase sdo assintomaticos, o que
dificulta o estabelecimento do diagnéstico precoce. Apesar disso, a urolitiase pode ser a causa
de morte ou eutanasia de aproximadamente de 25% dos cdes afetados. Na avaliagcdo
necroscopica, lesdes secundaérias & urolitiase estdo presentes em 40% dos casos".

O exame de urina é de extrema importancia na urolitiase e, além de ser indicado
para a avaliacdo da eficcia do tratamento, pode indicar alteracdes que permitem inferir a
composicdo dos urdlitos, considerando o tipo de cristal presente. No entanto, muitas vezes é
mal interpretado, ja que a presenca de cristais na urina isoladamente ndo tem qualquer
significado diagnostico®***®. Os cristais que se formam em urina supersaturada representam
um fator de risco para a urolitiase, mas ndo indicam a presenca de urdlitos e nem que estes se
formardo®*®. A presenca de cristaldria também podem indicar determinadas enfermidades ou
alteracdes metabdlicas. Cristais de xantina podem ser, por exemplo, indicativos de xantinuria
hereditaria®®.

A cristalria deve ser interpretada com cuidado, uma vez que 0S mesmos cristais

que se desenvolvem in vivo, podem se desenvolver in vitro e, a refrigeracdo acelera o
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processo de formag&o in vitro dos cristais*“°. Fatores que podem influenciar a formacéo de
cristais in vitro em amostras de urina incluem a temperatura, o tempo decorrido até a analise,
pH urinario e a presenca de bactérias contaminantes produtoras de urease. Espera-se que a
urina analisada mantenha as mesmas caracteristicas apresentadas in vivo e, como a
refrigeracdo ¢ o método preferencial de preservacdo da urina, é indicado que o exame seja

realizado, no maximo, 60 minutos apés a colheita da amostra®*®

pois, embora a refrigeracéo
preserve grande parte das propriedades fisicas e quimicas da urina e minimiza o crescimento
bacteriano, ela aumenta a formacao de cristais. A reducdo da temperatura leva a diminuicéo
da capacidade das moléculas de &gua de impedir a atracdo entre ions formadores de cristais. A
rapida realizacdo do exame de urina minimiza a formacBes de cristais in vitro. Também
podem ser colhidas duas aliquotas de amostra, uma a ser refrigerada e outra mantida a
temperatura ambiente para minimizar a formagéo de cristais*®. Se for constatada presenca de
cristais em urina refrigerada, é necessario que se faca uma nova anélise'®. A identificacdo de
cristais formados in vivo pode ajudar na deteccdo de desordens que predispdem ao
desenvolvimento dos urdlitos e também na avaliacdo da eficacia dos protocolos de tratamento
para a dissolucdo ou prevencdo da urolitiase™.

A cristaluria, presente no exame de urina rapidamente realizado, apenas indica
gue no momento da colheita, a urina estava supersaturada das substancias que formam os
cristais, ndo sendo diagnostico para a presenca de urdlitos. E importante salientar que a
auséncia de cristaluria também ndo indica a auséncia de ur6litos, mas € positiva, porque nessa
condicdo, € minimizada a chance de crescimento dos urolitos ou de recorréncia do
problema®®*®. A cristal(ria persistente é um sinal de que ha supersaturacéo da urina e é um
marcador utilizado para identificar os pacientes com alto risco de desenvolver urolitiase. No
entanto, como a supersaturacao de alguns cristais ocorre em animais saudaveis, esse marcador
também n&o é muito confiavel*>“.

Ja foi dito que os cristais na urina podem ser utilizados, em associacdo a outras
informac0es, para estimar a composicdo dos urélitos desenvolvidos pelo animal, no entanto,
ndo se devem jamais substituir técnicas especificas de analise da composicdo dos urolitos,
pois a cristallria ndo é um marcador consistente para a identificacdo da composicdo dos
urélitos™.

As tecnicas radiograficas possuem como objetivo, a confirmacéo da presenca dos
urélitos, bem como sua localizagdo no trato urinério, identificacdo do nimero de célculos e
determinacdo de caracteristicas como forma e radiodensidade. Também sdo Uteis para a

identificacdo de fatores morfofisioldgicos predisponentes a urolitiase, como por exemplo a
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presenca de diverticulo vesical. As caracteristicas radiograficas dos urdlitos séo influenciadas
pela composicdo, tamanho, nimero e localizagio dos mesmos**. Para identificar a presenca
de calculos urinarios na vesicula urinaria, o exame de eleicdo € a cistografia de contraste
duplo, devido & alta sensibilidade e baixa ocorréncia de falsos negativos*®*’. Radiografias
simples aliada a cistografia de contraste duplo sdo, muitas vezes, necessarias para a
confirmacéo da urolitiase.

A utilizacdo de técnicas radiograficas no auxilio a predicdo da composicédo
considerando as caracteristicas radiograficas do urélito oferece vantagens devido as varias
informagdes obtidas com o uso dessa técnica, como a radiopacidade, uniformidade, forma e
contorno da superficie do célculo. A radiografia simples pode ndo detectar ur6litos menores
gue 2 mm de diametro, ou formados de compostos com radiodensidade similar a dos tecidos
moles adjacentes, como os calculos de cistina, xantina e urato de amonio e, por esse motivo é
indicado o uso de cistografia de contraste duplo*. A predicdo da composic&o dos urélitos com
uso apenas das caracteristicas radiogréficas nao é eficiente*’*3°,

A ultrassonografia € um método seguro e sensivel de deteccdo dos uroélitos, mas
ndo deve ser considerada como um substituto as radiografias e sim como complemento. Deve-
se lembrar que os urdlitos podem estar localizados em regifes ndo visualizadas a

ultrassonografia devido & sobreposicdo 6ssea’®.

2.6. Avaliacdo da composicao dos urolitos

A realizacdo da andlise dos célculos removidos cirurgicamente é muito
importante, pois a identificacdo da composi¢do quimica e estrutural dos calculos urinarios é
de extrema utilidade para a 0 conhecimento das causas que levaram a deposi¢do urindria de
materiais litogénicos e por permitir a escolha do protocolo correto de manejo do paciente, de
modo a evitar as recidivas nos animais™'®*° e seres humanos®!°2°3>5°65738 A (dificuldade
no tratamento da urolitiase muitas vezes resulta da ndo determinacdo da composicdo dos
célculos removidos®.

Sé&o estabelecidos protocolos médicos e nutricionais para a dissolucéo de urolitos
de estruvita, urato de amoénio e cistina, assim como para a minimizacdo da chance de
recorréncia de todos os urolitos. No entanto, para tratamento de célculos ativos de oxalato de
calcio, fosfato de caélcio e silica ou aqueles que obstruem o fluxo urinério, o tratamento

médico ndo produz resultados®.
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As propriedades mecanicas dos urdlitos, como o valor de dureza, dependem da
sua composicado®. Portanto, a resposta & litotripsia também depende dos compostos presentes
nos calculos urinarios. Tratamentos por ondas de choque pra fragmentar os urdlitos, tornando-
os passiveis de eliminacdo, forma de tratamento muito utilizada em pacientes humanos®, é
menos utilizada nos animais®. Célculos compostos por oxalato de célcio monohidratado,
cistina e brushita possuem densidade maior e fragmentacdo mais dificil a litotripsia; enquanto
que as concrecdes de estruvita e outras formas de fosfato e o oxalato de célcio dihidratado se
fragmentam facilmente*®°%62,

A composi¢do do nucleo pode diferir da composicdo do restante do calculo e €
muito importante que se determine corretamente a composicdo nuclear, para que definir a
causa que levou ao desenvolvimento da urolitiase”.

Variacdes na composicdo entre os diferentes calculos de um mesmo paciente
também podem estar presentes, portanto, o ideal é que se analise 0 maior nimero possivel de
célculos removidos*>®.

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas para a identificacdo da
composicdo de célculos urinarios®™*®. As técnicas mais usadas geralmente sdo classificadas
em qualitativas quimicas com uso de reagentes quimicos, nas quais é apenas detectada a
presenca dos minerais, ou quantitativas fisicas, nas quais 0s componentes sao identificados e
quantificados por meio de técnicas fisicas de anélise'®.

Existem também técnicas de previsdo estimada da composi¢cdo com uso de
informacdes clinicas do paciente e técnicas auxiliares de imagem. As avaliaces quantitativas
e qualitativas dos calculos removidos tém maior valor que avaliacBes de estimativa®®.
Célculos urinarios possuem, muitas vezes, composicdo complexa e com presenca de
diferentes tipos minerais, portanto, o uso associado de mais de uma técnica é util para a
correta investigacdo da composicdo quimica dessas concrecdes™.

A anélise quantitativa ou qualitativa dos célculos urinarios é um desafio devido ao
tamanho diminuto e a fragilidade de muitas amostras®®*®. Vérios métodos analiticos destroem
0 urdlito na fase de preparo da amostra, 0 que € um fator negativo, ja que impede analises
posteriores e a manutencdo da integridade estrutural € Gtil para a elucidacéo da etiologia da
urolitiase®. Na escolha do método mais adequado de analise dos calculos, também devem ser
levadas em consideracdo, a possibilidade de ocorréncia de heterogenicidade das amostras e o
custo-beneficio do método>*. Nenhuma das técnicas é perfeita e todas estdo sujeitas a erros, o

que reforca a necessidade de associacdes de técnicas*®™".
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2.6.1. Andlises qualitativas quimicas por meio de reagentes

As analises qualitativas se baseiam em testes quimicos projetados para identificar
radicais e ions de uma substancia ou mistura. Nesses testes, o urolito é pulverizado, uma
aliquota é separada e sdo adicionados reagentes a essa aliquota. O surgimento de cores
diferentes indica a presenca de determinados anions ou cétions. E impossivel a identificagio
de camadas de constituicdes distintas, diferente do que ocorre nas andlises fisicas. A avaliacdo
da composicao dos urdlitos por meio quimico de maneira isolada é considerada inadequada,
porque a estrutura interna da amostra, ndo é eficientemente detectada, sendo necesséria a
realizacio de analises fisicas para completar a identificagdo™. Portanto as analises quimicas
s40 menos sensfveis e menos especificas®, ndo determinam as porcentagens dos minerais
presentes, além de ser incapazes de detectar a presenca de alguns componentes especificos,

como a silica®®.

2.6.2. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

O uso da espectroscopia de energia dispersiva permite a analise da microestrutura
do célculo, bem como de sua composi¢do quimica. A técnica detecta a composicao a nivel
elemental da amostra**°°*°. Permite a analise qualitativa ou semiquantitativa em porcentagem
de quanto cada elemento identificado representa na massa da amostra***°.

Os atomos da superficie da amostra interagem com a emissdao de um feixe de
particulas carregadas pelo aparelho. Os elétrons de camadas internas dos atomos sao excitados
e ejetados. Elétrons de camadas mais externas, tendem a preencher o espaco deixado pelos
elétrons da camada interna. Quando um elétron de camada externa passa para a camada mais
interna, libera energia sob a forma de raios-X, que séo captados pelo equipamento. A radiacéo
emitida é caracteristica para cada um dos elementos da amostra®. A técnica oferece
resultados de forma rapida e simples, entretanto, ndo pode diferenciar 0s compostos organicos
presentes (COmo urato, cistina, xantina)*®°.

O uso da espectroscopia de energia dispersiva é indicado em casos em que ha
necessidade de deteccdo diferenciada em calculos com variagdo espacial de composicao®.
Essa técnica permite o estabelecimento dos elementos na area examinada com base na

presenca ou auséncia de seus picos caracteristicos no grafico espectral. A comparacdo da
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intensidade dos picos permite que seja realizada a andlise semiquantitativa, baseada na
presenca do elemento, em comparagdo com padrdes ja estabelecidos®.

A espectroscopia de energia dispersiva possibilita a avaliacdo do processo de
litogénese por caracterizar bem cada camada do urdlito. A repetibilidade da anélise ndo é
prejudicada, pois a amostra ndo é destruida. E apenas seccionada até que se localize o nicleo
para que seja realizada a analise nas camadas concéntricas presentes no urélito e a amostra é
revestida por um elemento de alta refracdo, como por exemplo, o ouro ou o carbono. O
equipamento que realiza essa andlise é acoplado a um microscépio de varredura, 0 que torna
possivel a avaliagdo microscopica das camadas concéntricas de deposicdo de substancias
litogénicas do urdlito. Também sdo visualizadas falhas e fissuras na estrutura. A anélise
propriamente dita, elementos como calcio, magnésio, fosforo, enxofre, nitrogénio, carbono,
entre outros, sdo reconhecidos e o material organico € identificado pela presenca de elementos

de carbono e nitrogénio®.

2.7. Justificativa

A urolitiase tem grande importancia na rotina da clinica médica e cirurgica dos
caes. A avaliacdo dos compostos presentes e da estrutura dos calculos urinarios desses
animais auxiliam no estabelecimento dos mecanismos patofisioldgicos que levaram ao
desenvolvimento da enfermidade e sdo imprescindiveis para estabelecer o tipo de terapia a ser
instaurada tanto para o tratamento imediato do problema, como para minimizar as
recorréncias.

Os fatores envolvidos na ocorréncia dos casos de urolitiase em uma determinada
populacdo também podem ser elucidados, ao se fazer uma andlise epidemioldgica da

enfermidade.

2.8. Objetivos

Com este estudo objetivou-se realizar a avaliagdo da composicdo dos urolitos
vesicais de cdes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Goids e em
clinicas veterinarias particulares do municipio de Goiania, por meio da associacdo das

técnicas de espectroscopia de energia dispersiva e analise quimica, para estabelecer quais 0s
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tipos de urdlitos mais frequentes na regido, a relacdo entre o tipo de urdlitos e as
caracteristicas individuais dos pacientes, para gerar informagGes que auxiliem no
estabelecimento da terapia a ser utilizada. Também se buscou o conhecimento sobre a

epidemiologia da urolitiase canina na regiao.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram colhidos urdlitos de cées atendidos em clinicas veterinarias particulares do
municipio de Goiania e do Hospital Veterindrio da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG) entre julho de 2013 e abril de 2014. Os urdlitos
foram obtidos por meio de procedimento cirurgico (cistotomia) com objetivo de tratamento da
urolitiase e de seus sinais clinicos. Também foram requisitados o historico clinico do animal,
o0 resultado do exame de urina e cultura de urina, quando realizados. Foram analisadas as
composigdes 55 urolitos, tanto pela técnica de analise quimica quanto pela anélise de EDS.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFG),

tendo sido registrado sob o numero 028/2013.

3.1. Preparo das amostras para analise quimica e cobertura com filme de ouro ou

carbono

Primeiramente as amostras foram limpas utilizando-se agua destilada para
remocdo de sangue, urina e quaisquer sujidades que pudessem estar na superficie das mesmas.
As amostras foram entdo lixadas utilizando lixa d’agua seca de granulagdo 1.000 até que se
observasse 0 nucleo. Para isso, a medida que eram lixadas, as amostras eram observadas com
0 uso de uma lupa. O p6 que se desprendeu dessa etapa foi coletado para ser utilizado
posteriormente para a analise quimica. Ap6s se chegar ao nlcleo da amostra, utilizou-se lixa
d’agua de granulagdo 2.000, com lamina de agua para que fosse realizado o polimento da
superficie a ser analisada a microscopia. As amostras foram entdo armazenadas em recipiente
contendo silica para secagem, de modo que pudessem passar pelo processo de recobrimento

com ouro ou carbono.

3.2. Analise quimica

Para a analise quimica, foi utilizado o reagente comercial de analise Calculo Renal

— K008® (Bioclin). O pd proveniente da etapa de lixamento foi utilizado para a andlise
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quimica seguindo-se as recomendag@es do fabricante. O pé foi analisado como um todo, pois
ndo é possivel a separacdo das camadas para a analise quimica. A andlise foi realizada no

Laboratorio Multiusuario do Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia Animal EVZ/UFG.

3.3. Cobertura com filme de ouro ou carbono

Para a deposicao de filmes de ouro e carbono, foi utilizado o equipamento Denton
Vacuum, Desk V, equipado com o acessorio de carbono localizado no Laboratério
Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic) da Universidade Federal de Goias.

As amostras, apds secas, foram cobertas com filme de ouro ou carbono, para que a
analise de espectroscopia de energia dispersiva fosse realizada.

Como o pico do ouro & EDS é muito proximo ao do fésforo e este elemento esta
presente em calculos de estruvita e fosfato de célcio, o carbono é preferivel ao ouro para
realizar o recobrimento das amostras. Por esse motivo, quando o anexo de recobrimento com
carbono foi disponibilizado, o recobrimento com esse material passou a ser utilizado em

substituicdo ao ouro.

3.4. Microscopia e espectroscopia de energia dispersiva

Para a analise microscopica e espectroscopia de energia dispersiva, foi utilizado o
microscopio eletrénico de varredura (MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, thermo
scientific NSS spectral imaging localizado no Laboratério Multiusuario de Microscopia de
Alta Resolucdo (LabMic) da Universidade Federal de Goiés.

Apo6s o recobrimento com ouro ou com filme de carbono, as amostras foram
analisadas quanto a suas caracteristicas microscopicas, com uso do microscopio eletrénico de
varredura. A EDS foi realizada para avaliagdo da composi¢do das regiGes do urolito. Na
regido identificada como nicleo, pelo menos trés pontos foram analisados quanto a sua
composigdo. Na pedra, foram analisados pelo menos dois pontos em cada uma de trés regides.
Finalmente, na parede, dois pontos em cada uma de duas regides foram analisados.

Na figura 2 estdo apresentados graficos de EDS com urdlitos formados pelos

compostos encontrados no presente estudo.
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FIGURA 2 - Gréficos de EDS de regides urdlitos caninos com diferentes composi¢des. A: estruvita.
B: estruvita e fosfato de célcio. C: oxalato de calcio. D: urato. E: estruvita, silica e fosfato

de célcio

A presenca de estruvita, ao EDS foi identificada pela observacdo de picos de

magnésio e fosforo; o oxalato de célcio foi identificado por meio da presenga principalmente

do célcio; o fosfato de calcio foi observado pela presenca de picos de fosforo e célcio; a silica
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foi caracterizada pela presenca de silicio e, no caso de compostos organicos como 0s uratos,
0s picos presentes sdo apenas aqueles de carbono, nitrogénio e oxigénio e ndo foi possivel
identificar a substancia organica especifica pelo EDS. A observacdo de carbono e oxigénio é
normal em todos os urolitos e o nitrogénio também é frequentemente observado, mesmo em
urélitos ndo compostos de material organico. Outros elementos como potéssio, cloro e sddio
também estiveram presentes em alguns céalculos, porém sem qualquer interferéncia na
classificacdo da composi¢do dos mesmos.

A analise no modo linescan (analise da composicdo ao longo de uma linha,
mostrando alteragdes nas concentracOes dos elementos identificados foi realizada sempre que
foi possivel (quando o tamanho da amostra e a sua conformacao de superficie permitiram —
excesso de rachaduras impossibilita essa analise). Para o linescan, sempre se tomou como
ponto de inicio o nucleo da amostra e como limite final um ponto limitrofe da parede.

Houve um ur6lito em que a identificacdo do nucleo, pedra e parede ndo foi
possivel. Ele foi entdo analisado, quanto as zonas observadas a microscopia. As zonas 1, 2, 3
e 4 foram analisadas em duas regides cada, sendo que cada uma dessas subzonas foi analisada

em quatro pontos distintos. A sua zona central teve seis pontos analisados.

3.5. Analise estatistica

Foram identificadas as proporcdes de ocorréncia de urolitiase em relacdo as
caracteristicas dos pacientes como sexo, idade, status reprodutivo e presenca de infeccdo
urindria. Para confirmar a relacdo entre presenca de estruvita e fosfato de calcio em um

mesmo calculo, foi utilizado teste exato de Fisher.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 55 urolitos analisados foram retirados da vesicula urinaria. Ao EDS, as
andlises levaram em consideracdo as distintas regides do calculo (nucleo, pedra e parede). A
amostra 40 ndo possuia arquitetura convencional e foi analisada quanto as diferentes zonas
observadas ao microscopio eletrénico de varredura (Zonas 1, 2, 3, 4 e central). Na figura 3
estdo apresentados um calculo com arquitetura que permite identificar as regides classicas e 0
calculo 40, onde nédo foi possivel separar 0 nucleo, a pedra e a parede, mas haviam quatro

zonas distintas.

SEl  5kV WD16mm  SS40 MM e— SEl  5kv

Amostra 20 Amostra40

FIGURA 3 - Microscopia eletronica de urolitos caninos. A: urolito com arquitetura normal, onde
podem ser observadas as diferentes regides (nlcleo - N, pedra - PD e parede - PA), bem
como 0s anéis concéntricos de crescimento do urdlito. B: Urdlito com arquitetura
diferenciada, dividida em 4 zonas distintas (Z1, Z2, Z3, Z4) e uma zona central (ZC).

A andlise de EDS permite a identificacdo da presenca dos elementos presentes nos
calculos de estruvita, fosfato de célcio, oxalato de célcio e silica. Se houver célculo com
calcio associado a estruvita, ndo foi possivel a separacdo entre oxalato ou fosfato de célcio
pela EDS, ja que o fosforo, que diferenciaria os dois compostos, encontra-se presente na
composicdo de estruvita. A andlise quimica permite identificar a presenca dos seguintes
radicais e fons: carbonato, oxalato, calcio, magnésio, urato, cistina, aménio e fosfato. A
andlise quimica, ndo foi possivel a identificacdo da silica, isso porque 0s reagentes quimicos

presentes ndo identificam os radicais presentes nos urélitos de silica. No entanto, a
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identificacdo de compostos organicos (urato e cistina) é possibilitada por meio dessa analise.
Portanto, a analise das diferentes camadas, bem como a identificacdo da presenca de silica s6
foram possiveis gracas ao EDS e a identificacdo de que o composto organico que estava
presente nas amostras foi o urato, bem como a identificacdo do composto com calcio que

estava associado a estruvita so foi possivel gragas a analise quimica.

4.1. Composi¢do mineral dos urdlitos

Dos 55 célculos urinarios caninos analisados por meio de EDS e anélise quimica,
51 (92,8%) apresentavam estruvita, 32 (58,2%) fosfato de célcio, cinco (9,1%) oxalato de

calcio, cinco (9,1%) silica e quatro (7,3%) urato em sua composicao (Figura 4).
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FIGURA 4 — Minerais apresentados em urolitos caninos — Goiania, julho de 2013 a abril de 2014.

Em 19 urdlitos (34,5%) foi detectada a presenca de apenas um tipo de composto,
sendo classificados como simples. Em 36 urdlitos (65,5%) foram identificados mais de um
composto, sendo classificados como mistos. Em todos os urolitos formados por fosfato de

calcio a estruvita também estava presente.
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QUADRO 1 - Composicéo e frequéncia de ocorréncia dos urdlitos simples e mistos — Goiania, julho
de 2013 a abril de 2014.

Urdlitos simples Urdlitos mistos

Estruvita N =15 Estruvita e fosfato de calcio =27
Oxalato de célcio N=2 Estruvita, fosfato de célcio e silica =
Urato N=2 Estruvita, fosfato de célcio e urato =
TOTAL N =19 Estruvita e oxalato de calcio

Estruvita, oxalato de calcio e silica
Estruvita e urato
TOTAL

Z|1Z21Z2|1Z2Z2Z22
1
RPN RS

1
w
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Nesse estudo, os urélitos contendo estruvita foram a grande maioria (92,8%),
representando uma propor¢do muito elevada. Embora os urdlitos de estruvita sejam
historicamente mais frequentes, sua proporcéo varia entre 32,9%2°, 38,7%, 43,8%>" e 49,5%
dos casos de urolitiase®®. Ha variagbes geogréficas e temporais importantes relacionadas a
proporcao dos urdlitos de estruvita e dos outros minerais®2°2731:3238,

Ja o oxalato de célcio esteve presente em apenas 9,1% dos ur6litos, o que também
difere em relacdo ao encontrado na literatura. Os calculos de oxalato de calcio sdo
historicamente o segundo tipo de urdlito mais frequente e representam porcentagem de
30,7%%, 35,9%; 38%; 38,1%°°; 41,5%"".

Né&o foi realizada, nesse estudo, avaliacdo em um grande periodo de tempo, para
saber se houve ou estd havendo algum tipo de alteracdo significativa nas proporcdes dos
diferentes tipos de urdlito. Segundo a literatura, embora os urdlitos de estruvita sejam os mais

L2128 essa realidade tem mudado em diversas

9,26,27,28,31,

frequentemente encontrados historicamente
regides, com aumento da ocorréncia de urélitos de oxalato de célcio 3238 Em paises
como Estados Unidos, Canada, Republica Tcheca, Reino Unido, Bélgica, Holanda e
Luxemburgo, as propor¢des de urdlitos de estruvita tem caido ao longo dos anos, enquanto
aquelas de urdlitos de oxalato de célcio tem aumentado. Essa relacdo tem tendido a se
estabilizar nos dltimos anos de forma mais ou menos equivalente para os dois tipos de
urélito*3°2338 0g motivos para a alteragdo a longo prazo nas proporcdes de calculos de
oxalato de caélcio e estruvita ocorrida em diversas regides do mundo ndo sdo totalmente
conhecidos, mas fatores relacionados a demografia canina e alterag6es nutricionais podem ter
contribuido para isso. O aumento da acidificagéo e alteracdes nos niveis de calcio, magnésio,
oxalato e fésforo das dietas comerciais, 0 aumento do sedentarismo dos cdes e também o

aumento na preferéncia por ragas pequenas, mais predispostas aos urdlitos por oxalato de
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célcio, sdo alguns desses fatores™*!. Outro ponto a ser considerado é que, como os fatores que
combatem a formacdo dos uroélitos de estruvita predispdem a formacao de urolitos de oxalato
de calcio, a falta de acompanhamento da eficacia dos protocolos de manutencdo por meio de
exame de urina e radiografias em animais que anteriormente desenvolveram urolitos de
estruvita pode predisp6-los aos urdlitos de oxalato de calcio?.

Nesse estudo, o fosfato de célcio foi encontrado em 56,4%, a silica em 9,1% e o
urato em 7,3% dos urolitos. Nota-se que ndo foram encontrados calculos formados apenas de
fosfato de calcio ou silica. Xantina e cistina ndo foram representadas no estudo. De acordo
com a literatura, os célculos de urato, xantina, cistina, fosfato de célcio, silica e aqueles mistos
e compostos sdo menos frequentes e possuem ocorréncia bastante variavel, de acordo com a
localizacio geografica®?’.

Houveram variagdes entre as diferentes regides dos urélitos em 18 casos (Quadro
2), enquanto em 37, a composicao foi a mesma nas varias regides do calculo. A composicado
de um mesmo urolito pode variar entre suas diferentes regides e essa variagdo é um indicativo
das alteracdes pelas quais a urina passou durante o desenvolvimento do célculo. Por esse

motivo, é importante que se determine a composicéo de cada regi&o individualmente®.

QUADRO 2 — Presenga de diferenga de composicao entre as diferentes regides dos urolitos — Goiénia,
julho de 2013 a abril de 2014

Regides dos urolitos e alteracGes de composicao N
Nucleo, pedra e parede com composicdes semelhantes N =37
Nucleo com composicdo diferente, pedra e parede com composicdes semelhantes | N =5
Nucleo e pedra com composi¢do semelhantes, parede com composicao diferente N=9
Nucleo, pedra e parede com composicdes distintas N=4
TOTAL N =55

Ha diferencas regionais com relacdo a urolitiase canina e, ndo se pode esperar que
a epidemiologia de uma populacdo de determinada regido geografica se comporte de maneira
semelhante as de outras populacdes. E necesséario que se facam, associados a estudos da
epidemiologia, pesquisas acerca da popularidade das racas e também de outras caracteristicas

relacionadas a populagdo canina, para que seja evitada a introducéo de vieses nesses estudos.
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4.2. Relacéo entre estruvita e fosfato de calcio

A maior parte dos urdélitos compostos e mistos (80%) é formada por estruvita e

2730 e a relacdo proxima entre fosfato de calcio e estruvita foi observada

fosfato de calcio
nesse estudo (Tabela 1), sendo comprovada com resultados significativos. A associacdo entre

esses minerais geralmente esté ligada a infec¢do urinéria por bactérias produtoras de urease.

TABELA 1 - Presenca dos compositos estruvita e fosfato de calcio nos urélitos de cdes — Goiania,
julho de 2013 a abril de 2014.

Fosfato de calcio

Estruvita y
Né&o presente Presente
N&o presente 5 0
Presente 19 32

p-valor = 0,0122 no Teste Exato de Fisher

4.3. Frequéncia da urolitiase segundo o sexo e status reprodutivo

Dos animais acometidos pela enfermidade, 30 (54,5%) eram do sexo feminino e
25 eram do sexo masculino (45,5%). Apenas sete animais eram castrados, sendo quatro
fémeas e trés machos.

Também foi observado o sexo dos animais em relagcdo aos compostos encontrados

nos urdlitos, independentemente da regido (Tabela 2).

TABELA 2 - Valores absolutos e em porcentagem das observacdes dos compdsitos nas diferentes
regibes do urolito, pelo sexo do cdo — Goiania, julho de 2013 a abril de 2014.

Fosfato de Oxalato de

Sexo Estruvita Calci L Silica Urato
alcio calcio
Feminino 30 (58,8%) 20 (62,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Masculino 21 (41,2%) 12 (37,5%) 5 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
Total 51 (100%) 32 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 4 (100%)

O ndcleo do calculo é de extrema importancia para determinar as condi¢Ges que
levaram ao surgimento da urolitiase, ja que € a primeira regido que se forma. Foram
estabelecidas as proporcbes das ocorréncias dos compdsitos no nucleo dos ur6litos com
relacdo ao sexo dos animais (Tabela 3), ndo sendo observadas grandes alteragdes em relagdo a

tabela 2.
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TABELA 3 - Valores absolutos e em porcentagem das observagdes dos compdsitos no nucleo,
pelo sexo do cdo — Goiénia, julho de 2013 a abril de 2014.

Sexo Estruvita FOSf,at(.) de Oxa]at_o de Silica Urato
Calcio calcio
Feminino 29 (58%) 14 (63,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Masculino 21 (42%) 8 (36,4%) 4 (100%) 3 (100%) 3 (100%)
Total 50 (100%) 22 (100%) 4(100%) 3 (100%) 3 (100%)

O presente estudo mostra uma predominancia da urolitiase em fémeas. Na

5,11,26,28,30,32 z
, e ha

literatura, ha estudos que relatam a predominancia de urolitiase em machos
aqueles que relatam a predominancia nas fémeas?”®'. Ha estudos que, além de demonstrar
maior ocorréncia em machos, também apresentam uma relacdo machos e fémeas
consideravel, variando de 1,4:1%° a 1,6:1%° e mostrando que a proporcdo de cdes do sexo
masculino afetados pela urolitiase pode chegar a mais de 60%°.

A predominéancia da urolitiase nas fémeas, como observado neste estudo, esta
ligada a uma alta ocorréncia de urélitos de estruvita®. As fémeas tém predisposico maior que
0s machos a esse tipo de urolitiase devido a uma maior ocorréncia de infec¢des urinarias em
animais desse sexo devido a caracteristicas morfoldgicas. A presenca de bactérias produtoras
de urease é o principal fator ocasionador de urolitiase por estruvita em animais da espécie
canina®’?. O sexo é um fator que sabidamente influencia na composicdo dos urélitos. Os
calculos de estruvita sdo mais frequentes nas fémeas e aqueles formados de oxalato de célcio,
cistina e urato sdo mais frequentemente observados em machos®®?. As fémeas podem
representar 63,6% dos animais acometidos por urélitos de estruvita® e a relacéo entre fémeas
e machos pode ser bastante variavel, chegando de 1,7:1% até 12:1%".

Os urolitos que continham oxalato de calcio foram todos provenientes de animais
do sexo masculino. Esta estabelecido na literatura que os machos, desenvolvem mais urélitos
de oxalato de céalcio, se comparados as fémeas®®?*®. A relacdo entre machos e fémeas pode
1% 1%, com animais do sexo masculino chegando a representar

ser de 3:1°° ou até mesmo de 5:

85,4% daqueles que desenvolveram urélitos de oxalato®®.

4.4. Frequéncia da urolitiase segundo a idade

A idade dos cdes afetados pela urolitiase variou de 18 a 120 meses. A idade média
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foi de 68,9 meses ou 5,7 anos. Desses animais, seis (10,9%) possuiam até 36 meses de idade,

29 (52,7%) possuiam idade entre 36 e 72 meses e 20 (36,4%), possuiam mais de 72 meses de

idade. Diferencas na idade dos cdes com urolitiase também sao relatadas na literatura indo

desde alguns meses até 17%°, 19™ ou 20 anos®. A idade média da urolitiase em cées variou de

5 anos>, 6,5 anos®, 6,7 anos®!, a 7,6 anos?,

As idades dos animais acometidos por urolitiase em relacdo aos compdsitos

encontrados nas varias camadas dos urdlitos também foi analisada e os resultados estdo

apresentados na tabela 4.

TABELA 4 — Valores absolutos e em porcentagem das observacfes dos compositos pelo intervalo de
idade do c8o — Goiania, julho de 2013 a abril de 2014.
Idade Estruvita Fosfato de Oxalatode  Silica (%) Urato (%)
(%) Calcio (%)  Calcio (%)

Até 36 meses 4 (7,8%) 1(3,1%) 1 (20,0%) 1(20,0%)  3(75,0%)

>36 e a 72 meses 28 (54,9%) 19 (59,4%) 1 (20,0%) 3 (60,0%) 1 (25,0%)

>72 meses 19 (37,3%) 12 (37,5%) 3 (60,0%) 1(20,0%) 0 (0,0%)

Total 51 (100%) 32 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 4 (100%)

A idade dos cdes que apresentam urolitiase pode ter relacdo com a composicao

dos urolitos (Figura 5).
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Grafico da proporc¢do dos minerais nos urolitos dos cées pela idade — Goiania, julho de
2013 a abril de 2014.
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No presente estudo, 0s animais que apresentaram urolitos de estruvita possuiam
idade média de 70,3 meses (5,9 anos), o que estd de acordo com a literatura, onde a idade
média de ocorréncia desse tipo de urélitos é de 4° a 6,7 anos®®*!. A idade média de fémeas
com célculos de estruvita é de 5,7 anos e em machos, a idade média é de 6 anos?'.

A formac&o dos célculos de oxalato de calcio aumenta com a idade, enquanto que
a formagdo dos célculos de cistina e urato diminui?®®. Neste estudo os cées que apresentaram
urélitos com oxalato de calcio em sua composicdo apresentaram idade média superior a
daqueles com estruvita em sua composic&o, o que é corroborado pela literatura'*?"?, No
entanto, a idade média apresentada (76,8 meses — 6,4 anos) € menor que as idades médias
apresentadas na literatura, que apresenta valores proximos a 9 anos®®®. A idade média
encontrada no presente estudo permanece, porem, dentro do intervalo tido como normal para
apresentacdo desse tipo de urdlitos, que varia geralmente ocorre em animais entre 5 e 11
anos”.

Os machos possuem uma idade média de formagdo de ur6litos mais elevada (7,1
anos) que as fémeas (6,6 anos). Isso devido ao fato de que normalmente os machos
desenvolvem mais calculos de oxalato de célcio, que se formam em uma idade mais avancada
que os de estruvita, mais desenvolvidos pelas fémeas®. No entanto, no presente estudo, a
idade média das fémeas com urolitiase foi de 69,8 meses (5,8 anos), enquanto dos machos foi
de 67,8 meses (5,6 anos). Como a maioria dos célculos desenvolvidos pelos machos também
possuia estruvita e os calculos de oxalato de calcio foram raros, isso pode explicar uma média
de idade mais baixa que o demonstrado pela literatura.

A idade média de desenvolvimento de urélitos de urato pelos Dalmatas gira em
torno de 5,7 anos*®. Nesse estudo houve apenas um Délmata formador de calculo de urato,

gue possuia 20 meses (1,7 ano).

4.5. Frequéncia da urolitiase segundo a raca

No presente estudo os célculos urinérios analisados foram oriundos de 14 ragas
diferentes, a maioria de pequeno porte, além de animais sem raca definida (SRD). Os animais
de raca foram maioria, totalizando 37 (67,3%), enquanto aqueles SRD totalizaram 18 (32,7%)

animais (Figura 6).
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FIGURA 6 - Numero absoluto das ragas dos animais que apresentaram urolitiase — Goiania, julho de
2013 a abril de 2014.

Assim como ocorreu nesse estudo, a maioria dos casos de urolitiase ocorre em

82832 sendo que diversas racas podem ser acometidas®. Os cdes sem raca

cdes de raca
definida representam 15,1% do total de animais com urolitiase®. Nesse estudo, os animais
sem raca definida representaram um percentual mais elevado, de 32,7% das urolitiases, mas
isso pode ser reflexo da caracteristica populacional local.

A maioria dos animais (72,7%) que apresentaram o problema era de porte
pequeno, inclusive grande parte dos animais sem raca definida. A maior parte dos urélitos

caninos é diagnosticada em cées de racas pequenas®®

e isso pode estar associado ao padréo
de vida desses animais, que possuem um contato mais direto com seus proprietarios, que
percebem mais facilmente os sinais clinicos, procurando o auxilio veterinério®.

As racas mais comumente afetadas variam entre os diferentes paises e regides® e,
relatos da prevaléncia da urolitiase sobre determinadas racas devem ser realizados levando em
conta a representatividade das racas na populacéo estudada>®. Os diversos estudos que
relatam ocorréncia de urolitiase ndo consideram a popularidade das ragas. Em relato na
Republica Tcheca as racas mais foram afetadas pela urolitiase foram: Dachshund, Dalmata,
Cocker Spaniel, Poodle, Yorkshire Terrier, Shih Tzu e Pequinés. Na Bélgica, Holanda, e
Luxemburgo, as ragas mais afetadas foram Bichon Frisé, Schnauzer, Shih Tzu, Dalmara,
Yorkshire Terrier e Poodle®. Em estudo realizado em 2012, no Brasil, Estado de S&o Paulo, as

racas mais acometidas foram Pastor Alemao, Poodle, Dalmata, Yorkshire Terrier e Boxer".
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A raca do animal acometido também influencia na composicdo especifica do
urélito. O conhecimento de quais racas tem maior predisposi¢do de desenvolver determinados
tipos de urdlitos é importante e, para isso, também é necessario que se faca o estudo
epidemiolégico de urolitiase associado a dados de popularidade das racas no local avaliado®.
Urolitiase por oxalato de célcio est4 muito associada a racas pequenas®’.

Nesse estudo, 0s cdes que mais apresentaram urélitos com estruvita foram os sem
raca definida, das racas Shih Tzu e Poodle. Ragas com muitos relatos de calculo por estruvita
incluem Labrador Retriever®:; Shih Tzu, Bichon Frisé, Schnauzer Miniatura, Lhasa Apso e
Yorkshire Terrier®?”; Dachshund, Cocker Spaniels, Cocker Spaniel, Schnauzer Miniatura
Yorkshire Terrier®® e animais sem raca definida (risco trés vezes maior de desenvolver
urélitos de estruvita que de oxalato de célcio)®®**. A raca Shih Tzu apresenta maior
predisposicdo aos urélitos de estruvita, chegando a representar 74% dos urélitos®.

Cinco animais apresentaram urélitos contendo oxalato de céalcio em sua
composigdo. As ragas desses animais foram Shih-Tzu, Pastor Alemé&o e Lhasa Apso. Ragas
com alto desenvolvimento de calculos de oxalato de célcio incluem o Yorkshire
Terrier?®1326.2830 'gehnauzer>?32630 ghih Tzu?'3%, Lhasa Apso®*?®, Poodle?®?*° Bichon
Frisé>*®, Chihuahua® e cdes sem raca definida®. A raca Yorkshire Terrier é a que apresenta
maior predisposicdo aos urolitos de oxalato de célcio, de modo que 69% dos urolitos
desenvolvidos na raca sio de oxalato de célcio®.

Quatro animais apresentaram urdlitos contendo urato em sua composicdo, sendo
dois desses formados unicamente de urato. Um dos urolitos contendo unicamente urato se
desenvolveu em um animal da raga Dalmata e o outro em um animal da raca Bulldog Inglés.
Os dois urdlitos que continham urato em sua composi¢do, além de outros compostos se
desenvolveram em animais das racas Bulldog Ingés e Yorkshire Terrier. Segundo a literatura,
o urélito mais comumente encontrado em cdes da raca Dalmata sdo os de urato®!82%3
chegando a compor de 82%® a 96% dos célculos'® dos animais dessa raga. As racas Bulldog
Inglés e Yorkshire Terrier tambem possuem uma alta taxa de formacdo de uroélitos de
urato?%,

Animais que desenvolveram urdélitos contendo silica em sua composicéo
pertenciam as racas Labrador Retriever, Pastor Alemao, Poodle e também animais SRD. A

raca que mais frequentemente desenvolve urélitos de silica é a Pastor Alem&o?®.
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4.6. Sinais clinicos e cristallria

Os sinais clinicos relatados aos médicos veterindrios em cada caso foram também
associados aos casos de urolitiase. Os sinais clinicos especificos de afeccdo presente no trato
urinério, mas ndo exclusivos de urolitiase, apresentados pelos cées deste estudo foram a
hematdria em 25 casos (45,5%), disuria em 14 (25,5%), polaciuria em 12 (21,8%) e
estranguria em 4 (7,3%). Sinais sistémicos consistiram de anorexia, presente em 3 pacientes
(5,5%) e letargia em 2 (3,6%). Nove cdes (16,4%) apresentavam-se assintomaticos (Figura 7)
e, nesse caso, o diagnostico da urolitiase foi acidental.

Os sinais mais comumente apresentados pelos animais afetados incluem

hematuria, polaciria, estrangdria, distria e incontinéncia urinaria®

, No entanto, os urolitos
podem persistir no trato urindrio por longos periodos sem causar qualquer tipo de sinais
clinicos e casos de animais assintomaticos ndo sdo incomuns®. Os sinais clinicos estdo
presentes em apenas um terco dos casos®. Nesse estudo, os sinais ocorreram em 83,6% dos
casos. O alto nimero de animais sintomaticos provavelmente decorre de baixa eficiéncia de
diagnostico em animais assintomaticos, pela deficiéncia em investigacdo preventiva e em

acompanhamento de rotina.
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FIGURA 7 - Sinais clinicos apresentados por caes acometidos por urolitiase — Goiania, julho de 2013
a abril de 2014.
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O exame de urina foi realizado em 36 (65,5%) dos pacientes de urolitiase
anteriormente a remogdo cirargica. Das urinas analisadas, a cristalUria estava presente em
apenas 29,7% (11) dos casos. A cristaldria pode estar ausente em animais com urolitiases e
presente em animais saudaveis. Além desse fato, cristais podem se desenvolver na urina in

vitro se a anélise n&o for realizada rapidamente; especialmente se a amostra foi refrigerada®.

4.7 Presenca de bacteriuria

Presenca de bactéria na urina ocorreu em 75% dos 36 casos nos quais foram
realizados os exames de urina. Infelizmente, a cultura de urina foi realizada somente em dois
pacientes.

Na Figura 8, pode ser observada a frequéncia absoluta da presenca de bacterilria
indicada pelo exame de urina em relacdo aos minerais encontrados nos ur6litos. Pode-se
observar que em 26 (76,5%) dos casos de urélitos contendo estruvita, a bacteridria estava

presente.
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FIGURA 8 - Presenca de bacteriliria em relacdo aos compositos presentes no nos urélitos —
Goiania, julho de 2013 a abril de 2014.

Urdlitos de estruvita e fosfato de calcio estdo intimamente ligados a presenca de

infeccdo por bactérias produtoras de urease. Deve-se levar em consideracdo, no entanto, que a
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presenca de bactérias no exame de urina pode ser reflexo do tipo de colheita que foi
realizado®. Dados relativos a0 modo de colheita da urina dos cdes deste estudo ndo foram

disponibilizados.

4.8. Comparacdo entre anélise quimica e EDS

A analise quimica ndo permitiu a avaliacdo dos calculos com relacdo as suas
diferentes regides, pois para a realizacdo desse tipo de analise, o calculo deve ser pulverizado
e todo o po6 é analisado em conjunto, sem distin¢do de regides. Nessa analise, foi notada
apenas a presenca dos radicais e ions identificados pelo reagente comercial. Também nao foi
observada a presenca de silica em nenhum dos urolitos com a andlise quimica, ja que ndo
existe reagente para identificar esse composto'®. Outra desvantagem dessa técnica é a
destruicdo da amostra, impossibilitando que se faca uma nova analise.

O EDS permitiu a andlise de areas distintas das regides dos calculos urinarios.
Dos 55 urdlitos analisados, 13 (23,6%) apresentaram diferencas de composi¢éo entre as suas
regides. Essa técnica, além de permitir a avaliacdo da composic¢do de cada regido do urdlito de
maneira distinta, possibilitou a observacdo da estrutura microscépica do urélito. Isso pelo fato
de o detector de EDS estar conectado a um microscopio eletronico de varredura. Dessa forma,
informacBes importantes com relacdo ao processo de desenvolvimento do urélito como um
todo podem ser obtidas. Sempre que foi observada alguma regido de aparéncia diferenciada a
microscopia, ela também foi analisada por EDS. Outra vantagem do EDS € a possibilidade de
fazer analise modo linescan, permitindo obter informacdes sobre a variagdo da presencga dos
varios elementos ao longo de uma linha (Figura 9), o que possibilita identificar as alteracdes
nas proporcdes dos elementos identificados.

Portanto, a analise de EDS ndo leva & destruicdo da amostra e permite que sejam
feitas novas analises posteriores, se necessario. Adicionalmente, se 0 armazenamento da
amostra, apos a analise for feito de maneira correta, de modo a proteger a mesma do

ambiente, ndo sera necessario novo processo de cobertura com filme de carbono ou ouro®**°,
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FIGURA 9 - EDS no modo linescan de urélito canino composto de magnésio e fosfato de calcio.
Nota-se aumento de célcio quando h& diminuicdo de magnésio, mas ndo de fosfato,
indicando que na regido com maior concentracdo de fosfato de calcio, houve reducéo
da concentracdo de estruvita. No entanto, ambos 0s compostos estavam presentes em
todo o urdlito.

No caso dos compostos organicos, 0 EDS ndo permitiu a identificacdo de qual
substancia estava presente e, nos quatro urélitos (7,3%) em que foi observada presenca de
composto organico, a identificacdo ocorreu somente com a analise quimica. Outro viés da
analise por EDS ocorre quando a estruvita estd associada a algum composto formado de
calcio (fosfato ou oxalato), pois como a estruvita possui fésforo em sua composicdo, usando
apenas a analise qualitativa do EDS, é dificil identificar se 0 composto presente é fosfato ou
oxalato de calcio. Sendo assim, a presenca do oxalato nesses urélitos sé pode ser confirmada
ou rejeitada por meio da analise quimica. A literatura relata que, geralmente, o EDS ¢
utilizado em conjunto com outra técnica quantitativa de andlise fisica, para que haja uma
otimizacao do resultado®®*®.

A informagdo de quais minerais estdo presentes em cada uroélito, associada a
investigacdo clinica, permite que o médico veterinario elabore a terapia de manutengéo e de
prevencdo para futuros casos de urolitiase. E sempre recomendado que seja realizada a

investigacdo da composicao dos urolitos removidos ou expelidos. Muitas vezes, a composi¢do
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encontrada é diferente da que foi esperada, ao se levar em consideracdo dados individuais do
paciente, como raca, sexo, idade e caracteristicas do exame de urina. Também ¢é preferivel a
escolha de uma técnica que permita a investigagdo em separado das diferentes zonas ou
regides dos calculos.

A andlise quimica ndo fornece muitas das informacdes obtidas por meio do uso da
técnica de EDS e ndo é recomendado que o clinico se baseie apenas nessa metodologia para
estabelecer o protocolo de tratamento. A técnica de EDS permite uma melhor compreenséo
dos fatores envolvidos no processo e desenvolvimento do urdélito, sendo muito atil na
investigacdo dos fatores que iniciaram e mantiveram o desenvolvimento dos urdlitos. No
entanto, essa técnica também possui alguns vieses, principalmente em relacdo a identificacdo

de compostos organicos.
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5. CONCLUSAO

Os urolitos dos cdes no Municipio de Goiania sdo compostos, em sua maioria, por
estruvita e a combinacgdo de estruvita com fosfato de célcio foi a mais comumente encontrada.

Foram estabelecidas as composi¢des de urolitos vesicais caninos cirurgicamente
removidos. Dos 55 urolitos analisados, a estruvita estava presente em 51, o fosfato de calcio
em 32, o oxalato de calcio em cinco, a silica também em cinco e o urato em quatro. Os
urdlitos classificados como simples foram 19 e aqueles classificados como mistos, em que
havia a presenca de mais de um composto, foram 36.

Ambos 0s sexos apresentaram urolitiase, com frequéncia ligeiramente maior em
fémeas. As idades variam entre 18 e 120 meses, sendo a faixa entre 36 e 72 meses a mais
afetada. Cdes de 14 racas e sem raca definida foram acometidos e grande parte deles é de
pequeno porte. As duas racas mais afetadas foram Shih Tzu e Poodle, mas néo foi considerada
a popularidade das racas. Os sinais clinicos descritos ndo sdo especificos da urolitiase e o
mais comumente relatado foi a hematdria. A cristaluria ndo foi um achado laboratorial
consistente, ocorrendo em menos da metade dos pacientes.

A associacao da técnica de EDS a analise quimica mostrou-se adequada para a

identificacdo dos minerais presentes na composicao dos calculos urinarios.
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U Adequagio da metodologia e consideracdes sobre o sofrimento imposto aos animais:
o Como sdo animais em tratamentos nas clinicas, estes nio serdo expostos a sofrimento advindos da
metodologia do projeto.
O Método de eutandsia:
o Ndo se aplica.
O Destino do animal:

o Retornardo as seus proprietarios.

IV — Comentdrios do relator frente as orientacdes da SBCAL
O Estrutura do protocolo:

o O protocolo apresenta todos os documentos necessarios a sua analise, incluindo o termo de anuéncia
para coleta de dados no Hospital Veterindrio da EVZ-UFG, bem como os termos de autorizagdo de
coleta dos urélitos das Clinicas Veterinarias.

o Possui orgamento detalhado, mas ndo informam a fonte do custeio.

o Apresenta cronograma adequado.

O Andlise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios:

O projeto em questdo ndo ira alterar os procedimentos clinicos-cirtirgicos padronizados para o tratamento
da urolitiase, ndo gerando risco adicional ao paciente. O resultado da andlise sera enviado ao médico veterinario
responsdvel pelo caso para que seja instaurado o protocolo pos-cirtirgico adequado, ocasionando beneficios para o
préprio animal inserido no projeto.

O Analise dos riscos aos pesquisadores/alunos:

o A execugdo do projeto implica em riscos menores ligados a rotina de laboratério na fase de analise da

composig¢do dos urélitos.
O Necessidade do niimero de animais:

Segundo os autores, 50 animais seria um nGmero adequado para minimizar os erros e favorecer

resultados mais fidedignos para a analise estatistica.

V - Parecer do CEUA:
De acordo com a documentagéio apresentada a este comité consideramos o projeto APROVADO, smj deste Comité.

VI - Data da reuniiio: 08/07/2013
& & j ( i

Dra. Ekaterina Akimovna Botovchenco Rivera
Coordenadora da CEUA/PRPPG/UFG
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