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RESUMO

Freitas, Rosemar de Almeida. Avaliacdo da Eficacia Terapéutica de Nutracéuticos na Dissolucgéo
de Nefrolitos em Felinos (Felis catus, Linnaeus, 1758) 2021.75f. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Ciéncias clinicas). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinéria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

A nefrolitiase é uma afeccdo frequentemente observada na espécie felina, com ou sem doenca renal
crbnica concomitante, constituindo a maior causa de obstrucdo ureteral bem como de lesdes
progressivas ao parénquima renal. Cerca de 90% dos nefrélitos sdo compostos por oxalato de calcio,
ndo passiveis de dissolucdo, e sua incidéncia aumentou substancialmente nos ultimos anos,
juntamente com a recorréncia. Existem alimentos funcionais conhecidos como nutracéuticos que
proporcionam beneficios a satde. Em funcdo destes beneficios e da alta prevaléncia da nefrolitiase na
espécie felina, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia terapéutica da associagdo de
alguns destes nutracéuticos na dissolugdo destes nefrolitos. Neste estudo, 51 felinos com nefrolitiase
foram divididos em dois grupos: controle (12 animais) e estudo (39 animais), onde os animais do
grupo controle receberam um placebo e o grupo de estudo a formulagdo nutracéutica. Eram
realizados exames laboratoriais (sangue e urina) e de imagem (ultrassonografia) em intervalos de 30
dias. Para andlise da eficacia do tratamento entre os grupos, a prevaléncia de nefrolitos nos rins
direito e esquerdo e a prevaléncia de nefrolitos entre as faixas etarias, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA). Afim de avaliar a relacdo da diminuicdo dos nefrolitos com as concentragcdes
séricas de magnésio, creatinina e ureia foram conduzidos testes de correlacdo de Pearson e todas as
analises foram conduzidas no programa computacional (R for Windows 4.0.3) com o auxilio da
interface grafica RStudio (v1.3.1093) e o uso dos pacotes FSA v0.8.31; car v3.0-10; agricolae v1.3-3.
Com relacdo aos resultados obtidos, 0 numero de fémeas (70,6%) foi superior ao de machos (29,4%).
A faixa etéria entre 11 e 15 anos teve maior prevaléncia (39,2%). Os felinos sem raca definida
superaram as demais racgas (96%). Na avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC), 60,8% dos
felinos encontravam-se dentro do peso ideal. Em relacéo a saude intestinal, apenas 4% apresentavam
doenca inflamatoria intestinal. A analise de variancia mostrou que houve diferenca significativa entre
o diametro dos nefrolitos e o periodo do tratamento, indicando reducdo dos nefrélitos ao longo do
tempo. N&o foi possivel identificar significancia estatistica da prevaléncia dos nefrélitos entre as
faixas etérias. A analise de correlacdo de Pearson entre a variagdo do diametro dos nefrolitos e as
variacOes das concentracdes séricas de magnésio, creatinina e ureia ndo evidenciou diferencas
significativas. O mesmo resultado foi encontrado na avaliacdo entre os diametros dos nefrélitos e sua
presenca nos rins direito e esquerdo. O composto nutracéutico mostrou-se eficiente na dissolucdo de
nefrolitos em felinos e que tempo de uso demonstrou ndo influenciar, negativamente, na clinica e/ou
nos exames laboratoriais durante todo o periodo do tratamento.

Palavra chave: Gato, urélitos, sistema urinario, produtos naturais, suplemento alimentar, alimentos
funcionais.



ABSTRACT

Freitas, Rosemar de Almeida. Evaluation of the Therapeutic Efficacy of Nutraceuticals in
Dissolving Nephrolites in Felines (Felis catus, Linnaeus, 1758). 2021. 75f. Thesis (Doctorate in
Sciences, Clinical Sciences). Veterinary Institute, Department of Veterinary Medicine and Surgery,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Nephrolithiasis is a condition frequently seen in feline species, with or without concomitant chronic
kidney disease, constituting the major cause of ureteral obstruction as well as progressive lesions to
the renal parenchyma. Approximately 90% of nephrolites are composed of calcium oxalate, which
cannot be dissolved, and their incidence has increased substantially in recent years, along with
recurrence. There are functional foods known as nutraceuticals that provide health benefits. Due to
these benefits and the high prevalence of nephrolithiasis in the feline species, the present study aimed
to evaluate the therapeutic efficacy of the association of some of these nutraceuticals in the
dissolution of these nephrolites. In this study, 51 felines with nephrolithiasis were divided into two
groups: control (12 animals) and study (39 animals), where the animals in the control group received
a placebo and the study group the nutraceutical formulation. Laboratory tests (blood and urine) and
imaging (ultrasound) were performed at intervals of 30 days. To analyze the effectiveness of the
treatment between the groups, the prevalence of nephrolytes in the right and left kidneys and the
prevalence of nephrolytes between the age groups, the analysis of variance (ANOVA) was used. In
order to assess the relationship between decreased nephrolites and serum concentrations of
magnesium, creatinine and urea, Pearson's correlation tests were conducted and all analyzes were
performed using the computer program (R for Windows 4.0.3) with the aid of the RStudio graphical
interface. (v1.3.1093) and the use of FSA v0.8.31 packages; car v3.0-10; agricolae v1.3-3. Regarding
the results obtained, the number of females (70.6%) was higher than that of males (29.4%). The age
group between 11 and 15 years old had a higher prevalence (39.2%). Mixed breed cats outperformed
other breeds (96%). In the assessment of the body condition score (ECC), 60.8% of the cats were
within their ideal weight. Regarding intestinal health, only 4% had inflammatory bowel disease. The
analysis of variance showed that there was a significant difference between the diameter of the
nephrolytes and the period of treatment, indicating a reduction in nephrolytes over time. It was not
possible to identify statistical significance of the prevalence of nephrolites between age groups.
Pearson's correlation analysis between the variation in the diameter of the nephrolites and the
variations in the serum concentrations of magnesium, creatinine and urea did not show significant
differences. The same result was found in the evaluation between the nephrolyte diameters and their
presence in the right and left kidneys. The nutraceutical compound was shown to be efficient in the
dissolution of nephrolites in felines and that time of use did not show a negative influence on the
clinic and / or laboratory exams during the entire treatment period.

Keywords: Cat, uroliths, urinary system, natural products, food supplement, functional foods.
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1 INTRODUCAO

A nefrolitiase ocorre com frequéncia em felinos e € a maior causa de obstrugdo ureteral nesta
espécie. Estes nefrélitos podem se formar a partir da precipitacdo de ions litogénicos em condicbes
de supersaturacdo urinaria, de lesdo ou inflamacdo renal, de pH urindrio favoravel, entre outros
fatores predisponentes (BARTGES, 2011). Segundo Robinson e colaboradores (2008), nos felinos,
aproximadamente 90% dos nefrolitos e ureterolitos sdo compostos por oxalato de célcio (CaC20.) e
ndo dissolvem por tratamento clinico padrdo; e ainda ndo se descarta a possibilidade de que alguns
sejam mistos (CaC,04 e fosfato ou urato ou estruvita).

O nutracéutico vem da combinagdo das palavras “nutrigdo” e ‘“farmacéutica”, que
corresponde a alimentos que proporcionam beneficios a salude e sdo classificados em fibras
dietéticas, acidos graxos poli-insaturados, proteinas, peptideos, aminoacidos/cetoécidos, minerais e
vitaminas (PORFIRO et al., 2016). A iniciativa de desenvolver esta formulagdo nutracéutica como
alternativa ao manejo cirurgico das nefrolitiases foi embasada nas alteragdes renais encontradas por
Heiene e colaboradores (2009) que associaram os nefrolitos a grande quantidade de infiltrados de
células mononucleares, degeneracao e atrofia dos tubulos renais. Estas lesdes podem contribuir para
a retencdo de mais cristais dentro dos tdbulos com consequente crescimento e/ou formagdo de novos
nefrolitos (LI et al., 2009).

Ao dissolver o nefrélito, espera-se cessar essa lesdo e, em contrapartida, aumentar a
expectativa e a qualidade de vida dos animais afetados. Outro fator a ser considerado é o baixo custo
deste tratamento quando comparado ao cirargico, além do fato de que a maioria dos felinos ao serem
diagnosticados com nefrolitos e ureterdlitos ndo estdo em condi¢bes clinicas para serem
encaminhados a cirurgia.

Uma vez que ha conhecimento da prevaléncia dos nefrélitos constituidos por CaC.0s na
espécie felina e dos beneficios dos nutracéuticos, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficdcia terapéutica da associacdo de alguns destes componentes na dissolucao dos nefrolitos os quais

suspeita-se ser de CaC20a.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nefrolitiase

A primeira descri¢do de ocorréncia de litiase na humanidade ocorreu com a sua identificacdo
em mumias do antigo Egito. Ja a primeira observacdo de que esta por sua vez, poderia ocorrer tanto
nos rins quanto na vesicula urindria ocorreu ha aproximadamente 5.000 anos a.C. (DOMINGOS;
SERRA, 2004).

A nefrolitiase € definida como o agrupamento de cristais presentes na urina formando uma ou
mais concre¢des com localizagdo em um ou em ambos 0s rins e que, pode acarretar em alteragdes
significativas no parénquima renal quando n&do identificada precocemente, pois aumenta
consideravelmente a probabilidade de lesdes renais progressivas e irreversiveis (ZAID et al., 2011;
SOUSA et al., 2016). Na espécie felina, a sua ocorréncia vem crescendo nos ultimos 20 anos com
alta prevaléncia para as litiases do tipo oxalato de calcio (CaC;04), independente da sua localizacao
anatomica (LEKCHAROENSUK et al., 2005). O mesmo ocorre em humanos onde sabe-se que
aproximadamente 75% dos nefrdlitos s@o predominantemente compostos de CaC»Os (PALM ;
WESTROPP, 2011).

Felinos idosos com ou sem histérico de doenca renal cronica (DRC) prévia (QUIMBY,
2015), frequentemente sdo diagnosticados com urolitos Unicos ou mdaltiplos, que tendem a se
localizar na regido da pelve e se deslocar para os ureteres, cursando com a obstrugéo parcial ou total
do fluxo urinario. Tal obstrucéo pode evoluir para um quadro de uremia aguda se ndo diagnosticado a
tempo (SHIPOV; SEGEV, 2013).

2.1.1 Fatores pré disponentes

Segev e Shipov (2013) defendem que ha predisposicdo da espécie felina para a obstrucdo
ureteral como consequéncia das nefrolitiases esta correlacionada ao pequeno didmetro do Iimen
ureteral (0,4mm), e parece ndo haver predisposicdo sexual. Hesse e Neiger (2009), sdo da opinido de
que alem desse fator, existe também predisposicao racial, referindo-se a raca Persa e 0 Gato Comum
Europeu ou Europeu, como as mais frequentemente diagnosticadas, e ainda inferem que; os felinos
esterilizados parecem ter maior predisposicao quando comparado aos felinos inteiros. Curiosamente,
as ragas felinas com maior predisposicdo para urolitiase sdo também as mais predispostas ao
desenvolvimento de doenga renal policistica (CANNON et al., 2007).

De forma geral, os fatores de risco para o desenvolvimento das urolitiases sdo divididos em



trés grupos: (i) Fatores etioldgicos: infecciosos, toxicos e uso de agentes teratogénicos; (ii) fatores
demogréficos: espécie, raga, idade, sexo, genética, ambiente e alimentar (iii) fatores relacionados a
inter-relagdo humano-animal. Considerando a estreita relagdo dos seres humanos com os seus
animais, é importante considerar que fatores que aumentem a incidéncia da urolitiase na espécie
humana também possam influenciar na ocorréncia da mesma nos animais (OSBORNE et al., 2009b).

O clima é outro fator considerado em diversos estudos (PALM; WESTROPP, 2011;
HOUSTON et al., 2016), pois demonstrou-se na Medicina Humana que pessoas que vivem em paises
ou regides de clima quente apresentam maior probabilidade de desenvolverem urolitiase, em virtude
da grande perda hidrica que ocorre por meio do suor, associada a uma baixa ingesta hidrica com
consequente reducdo do débito urinario. Sabe-se ainda que ha maior recidiva da urolitiase no outono
e no verdo, do que no inverno e na primavera (LIESKE et al., 2014). A obesidade é outro fator de
risco a ser considerado (PALM; WESTROPP, 2011).

O uso de drogas como as sulfonamidas, ciprofloxacina, tetraciclinas e os antiacidos podem
predispor ao processo de nucleacdo do urolito, muito embora isso tenha sido observado apenas em
caninos e humanos (OSBORNE et al., 2009a; REY; PERNAS, 2012). Em outro estudo, verificou-se
a presenca de sulfadiazina em amostras de urdélitos de oito felinos, dos quais seis, confirmadamente,

haviam recebido tratamento com esta droga (OSBORNE et al., 2009a).

2.1.2 Fisiopatologia das nefrolitiases

Diversas teorias foram propostas para explicar a fisiopatologia do desenvolvimento das
litiases e sabe-se que ndo existe um processo Unico que possa ser aplicado a todos os tipos de urolitos
e de pacientes (SARICA et al., 2008; PALM; WESTROPP, 2011).

Os urdlitos podem alterar a fisiologia e a morfologia do trato urinario, em virtude do seu
potencial em causar o desenvolvimento de processos inflamatorios locais (GRAUER, 2010). Sabe-se
que o sistema urinario tem como uma de suas fungdes, a eliminacdo de metabdlitos, no entanto, parte
destes sdo menos sollveis e podem precipitar-se na urina sob a forma de cristais. Estes cristais, por
sua vez, acumulam-se no trato urinario onde poderdo combinar-se com outros compostos,
culminando na formacédo dos urélitos (GRAUER, 2010; ARIZA, 2012). O desenvolvimento dos
urélitos comeca pela fase de iniciacdo e continua com a fase de crescimento. Existem trés teorias
propostas para explicar a litogénese que sdo: a teoria da precipitacdo e cristalizacdo, a teoria da
nucleacdo da matriz e a teoria de inibicéo da cristalizacdo (OSBORNE et al., 1995).

Na teoria da cristalizacdo ha uma associacdo da formagdo do urdlito ao grau de saturacdo da

urina, ou seja, hd uma supersaturagdo da urina com minerais litogénicos que se agrupam e crescem
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espontaneamente, acarretando na formacao dos urolitos (OSBORNE et al., 2000).

Na teoria da nucleagdo da matriz, os fatores que determinam a formacdo dos urdlitos e
promovem a nucleacdo séo as substancias que compdem a matriz, pois estas seriam capazes de
agregarem-se aos cristais (OSBORNE et al.,, 1995). Existem dois tipos de nucleacdo: uma
homogénea e uma heterogénea. Na nucleacdo homogénea hé apenas um tipo de cristal presente, onde
este mesmo cristal servira de meio para a sedimentacdo de outros cristais semelhantes. J& na
nucleacdo heterogénea, hd uma deposicdo de cristais sobre corpos estranhos como fios de sutura,
sondas, dentre outros detritos (CARCIOFI et al., 2002).

Por fim, existe ainda a teoria de inibicdo da cristalizacdo que consiste na auséncia de
substancias inibidoras da cristalizacdo, o que acarretaria na formacdo de urélitos, ndo sendo
necessaria uma concomitante supersaturacdo urinaria. Esta teoria € atribuida aos urélitos de CaC,0a,
pois sua formagéo esta relacionada a auséncia destes inibidores tais como o citrato, 0 magnésio e o
pirofosfato. Estes sdo considerados como responsaveis por 20% da atividade inibitdria. Vale ressaltar
que os urolitos podem ser compostos por um ou mais tipos de minerais, que podem ser depositados
em camadas ou simplesmente misturados entre si (OSBORNE et al., 1995).

Existem ainda outras substancias encontradas na urina que também atuam inibindo a
cristalizacdo que sdo: a nefrocalcina, a glicoproteina de Tamm-Horsfall, o fragmento-1 de
protrombina, a osteopontina, o inibidor inter-a-tripsina, entre outros. Parte destas proteinas derivam
das células epiteliais renais e outras tem acesso a urina através da filtracdo glomerular. Ja foram
relatados a existéncia de anormalidades na estrutura ou na funcdo destas proteinas em alguns
individuos formadores de urélitos (WORCESTER, 1996).

Apesar da supersaturacdo urinaria com cristais litogénicos estar implicada na formacdo dos
urélitos, novos estudos ndo descartam a possibilidade da urina ndo ser o local inicial do seu
desenvolvimento (KYLES; WESTROPP, 2008; PALM; WESTROPP, 2011). Também vem sendo
proposta, pela medicina, a hipotese da etiologia da nefrolitiase ter origem vascular (doenca vascular
hipertensiva ou aterosclerose) conduzindo a formacdo das chamadas “placas de Randall’s”
(STOLLER et al., 2004) e a lesdes papilares, que por vez, se estendem pelo intersticio e contribuem
para a deposicdo de CaC,04 e consequente formagdo do nefrélito (EVAN et al., 2005; KIM et al.,
2005).

Em 1940, Alexander Randall conduziu um estudo para analise detalhada da papila renal e
neste estudo se observou que em 20% dos individuos, havia depésito de fosfato de calcio nos tibulos
e no intersticio renal. Os tdbulos afetados tornavam-se mineralizados, com formagdo das “placas”,
servindo de nucleo para a precipitacdo dos cristais de CaC>04 (LULICH; OSBORNE, 2007a). A

partir dai, surgiu a hipotese de que o evento primario da formagdo de nefrélitos em humanos
4



comegaria no leito vascular, mais precisamente, na ponta da papila renal (OHMAN; LARSSON,
1992).

Dessa forma, o local primério da nefrolitiase por CaC>O4 pode ndo estar relacionado com a
estase urinaria, infecgdo ou outra causa secundaria. A excessiva excrecdo de calcio é um importante
fator de risco a ser considerado para a formagdo de nefrolitos de CaC,O4 nos humanos, nos caes e
nos gatos (BARTGES et al., 2004).

Em humanos, sabe-se que na formagdo dos nefrolitos existe uma ligacdo dos cristais as
células epiteliais renais e que na nucleacdo, é mais provavel que esta seja sustentada pelos lipideos de
membrana (KHAN; KOK, 2004). Uma das moléculas identificadas no rim que parece ser
responsavel pela ligacdo dos cristais as células renais é o &cido hialurénico, o qual € um importante
glicosaminoglicano, constituinte da matriz extracelular do tecido intersticial da medula renal e da
matriz pericelular de certas células dos tubulos renais (VERKOELEN, 2006).

Alguns estudos propuseram uma forte correlagdo entre o metabolismo do oxalato e o
desenvolvimento dos urdlitos de CaC,04 (MITTAL; KUMAR, 2004). Nessa linha de raciocinio, a
ocorréncia de hiperoxaldria, seja pelo excesso de ingestdo na dieta, seja pela reducdo na atividade das
bactérias (Oxalobacter formigenes) que degradam o oxalato no colon, em associacdo a
supersaturacao de cristais urinarios, aumenta consideravelmente as chances de formacéo de urolitos
de CaC,04 (SAKHAEE, 2009; BARTGES, 2011b). Weese, Weese e Rousseau (2009) identificaram
a Oxalobacter formigenes nas fezes de felinos saudaveis, contudo sdo necessarios mais estudos para
determinar o papel deste microorganismo na fisiopatologia da urolitiase por CaC,04 nesta espécie.

O consumo de dietas suplementadas com acidificantes (cloreto de aménia) nos felinos esta
associado ao aumento da excrecdo urinaria de célcio. Os ions de calcio e oxalato formam complexos
(sais) relativamente insoluveis, conduzindo ao aumento da sua excrecdo urinaria e/ou a formacéo de
urélitos de CaC>04 (ROBINSON et al., 2008). A acidose metabdlica é outro fator contribuinte, pois
promove hipercalcitria ao promover a liberacdo de célcio dos o0ssos (“turnover ésseo”). O aumento
da concentracdo sérica de célcio ionizado resulta no aumento da excrecdo urinaria de calcio e na
diminuicdo da sua reabsorcdo tubular (BARTGES; KIRK, 2007). No entanto, a origem da
hipercalciuria nos felinos normocalcémicos e com urolitos de CaC20a, ainda ndo esta estabelecida
(BARTGES et al., 2013).

Segundo Robinson e colaboradores (2008) e Shipov e Segev (2013), nos felinos,
aproximadamente 90% dos nefrélitos e ureterdlitos sdo compostos por CaC204, enquanto que outros
autores estimam um percentual ainda maior de >98% (DEGNER, CLARKE, 2015; ROTHROCK,
2016; CLARKE, 2018) e ndo passiveis de dissolucdo; e ndo se descarta a possibilidade de que alguns
sejam mistos (ROBINSON et al., 2008; SHIPOV; SEGEV, 2013).



Quanto a migracao destes urolitos até o ureter, varios sao os fatores envolvidos tais como o
tamanho, a forma, a presenca de areas de estreitamento do limen ureteral, a pressdo hidrostatica da
urina proximal ao ureterélito, o espasmo ureteral, a inflamac&o e o edema no local do ureterdlito. Na
ocorréncia de obstrucéo ureteral o aumento da pressdo é transmitido até o espago de Bowman
(BARTGES et al., 1996; SHIPOV; SEGEV, 2013) e, a medida que a pressdo ureteral aumenta, ha
também um aumento do fluxo sanguineo renal com consequente liberacdo de prostaglandinas
vasodilatoras que reduzem a resisténcia da arteriola aferente (ALLEN et al., 1978; BARTGES et al.,
1996). Durante esta fase, a taxa de filtragdo glomerular (TFG) reduz, contudo, a dilatacdo da arteriola
aferente vai aumentar a pressao intraglomerular (KLAHR; HARRIS, 1992).

Apos 24 horas de obstrucdo, a TFG continua a diminuir (20% a 50%) em virtude da liberacdo
de dois agentes vasoconstritores, 0 tromboxano A; e a angiotensina Il (KLAHR; HARRIS, 1992;
FISHER et al., 2009) e quanto mais alta a pressdo, menor serd a TFG, pois esta se opde a pressdo
hidrostatica capilar (principal responsavel pela filtracdo), acarretando em acumulo de produtos
nitrogenados (SEGEV et al., 2011; SHIPOV; SEGEV, 2013; LANGSTON, 2017). As lesdes renais
continuardo a ocorrer, enquanto a obstrucdo permanecer, levando a uma menor capacidade na
recuperacdo da TFG apds restabelecimento do fluxo urinario. A porcéo distal do rim € a regido
comumente mais afetada, levando a lesdes tubulares graves como perda da capacidade de
concentracdo urinaria, de reabsorcdo de agua e solutos, e ainda na excrecdo de acidos e potassio
(BARTGES et al., 1996; ADAMS, 2017).

Na obstrucdo ureteral intraluminal, a condi¢do pode ser agravada pela inflamacéo local com
intenso aumento de infiltrado de leucocitos, edemaciacdo e espasmo da musculatura ureteral
(SHIPOV; SEGEV, 2013). A gravidade da leséo renal serd determinada pela natureza da obstrucao.
Quando completa, o rim sofre fibrose e o rim contralateral uma hipertrofia compensatéria e o
resultado final é a presenca de um rim diminuido e outro aumentado denominado pelo termo “big
kidney, small kidney syndrome” ou “sindrome do rim grande, rim pequeno” (SEGEV, 2011). Quando
parcial, dependera do tempo e gravidade da obstrucdo (SEGEV, 2011; SHIPOV; SEGEV, 2013).

Estudos mais recentes identificaram como comum a associacdo entre ureterolitiase e DRC
pré-existente em 53 a 73% dos casos de obstrucdo ureteral, diagnosticada por meio da identificacdo
da reducdo na densidade urinaria (WORMSER et al., 2016).

Concluiu-se que apds sete dias de obstrucdo, ha uma lesdo morfoestrutural renal irreversivel
com consequente TFG acentuadamente diminuida (em torno de 35%), e que apds 14 dias, a TFG esta

diminuida em 54% instalando-se assim uma disfunsdo renal (BERENT, 2011).

2.1.3 Epidemiologia das nefrolitiases



Em relacdo aos nefroureterolitos, apenas de 5 a 10% representam o total de urolitos
diagndsticados na rotina clinica de cées e gatos (GRAUER, 2010; MACPHAIL, 2014). A nefrolitiase
é 0 maior desencadeador de obstrucéo ureteral intraluminal em felinos, sendo quase exclusivamente
compostos por CaC.04 (>98%) (ZAID et al., 2011; SHIPOV; SEGEV, 2013). Apesar do exame
quantitativo do nefrolito ser necessario para definicdo da composicdo mineral do urélito, segundo
Palm e Westropp (2011), é possivel um diagndstico preditivo diante da associacdo de evidéncias
obtidas por meio de exames de imagens.

Em um estudo semelhante, entre 1981 e 2007, dos 2445 nefrolitos e ureter6litos felinos
analisados pelo Minnesota Urolith Center, 70% dos urdlitos também eram compostos por CaC,04
(OSBORNE et al., 2009a) e raramente eram encontrados nefrélitos de estruvita, tendo a maioria sido
reportada durante a década de 80 (CANNON et al., 2002).

Os nefrolitos e os ureterdlitos formam-se frequentemente em felinos domésticos de meia
idade a idosos, principalmente a partir dos sete anos de idade. Apesar de menos frequente, quando
comparado a litiase vesical, a nefroureterolitiase parece ser um problema crescente na espécie felina
(HESSE; NEIGER, 2009). Nos Estados Unidos da América, Lekcharoensuk e colaboradores (2005)
realizaram um estudo com a duragdo de 20 anos (1980-2000), no qual se observou que houve um
aumento, cerca de 10 vezes, na ocorréncia de nefroureterolitiase nos felinos. Neste mesmo estudo,
constatou-se ainda que, apesar de no primeiro ano ter havido predominancia dos urolitos de estruvita
(78%), a frequéncia de CaC.04 foi aumentando gradativamente nos anos que se seguiram.

De acordo com Santos e colaboradores (2017), nos ultimos 10 anos, a incidéncia de casos de
obstrucdo ureteral nos felinos aumentou consideravelmente, tendo como principal causa a litiase com

uma prevaléncia superior a 70% dos casos.

2.1.4 Manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas associadas a nefroureterolitiase sdo varidveis e estdo
frequentemente relacionadas com a velocidade em que se desenvolve a obstrucdo. Além disso, alguns
animais podem apresentar-se assintomaticos no momento do diagnéstico. No entanto, quando a
obstrucdo for aguda, as alteracbes morfoestruturais dos rins podem ser menos extensas, mas 0
paciente pode ir & 6bito em virtude do acimulo de toxinas urémicas (MERCK, 2013; SANTOS et al.,
2017; CLARKE, 2018).

Na presenca de crises urémicas, é importante a rapida reversdo do quadro obstrutivo o0 mais
rapido possivel, a fim de evitar ndo s6 o 6bito como também preservar a estrutura renal (SANTOS et
al., 2017). Além disso, quando a obstrugdo ureteral é aguda ela tende a ser mais dolorosa porque leva
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a uma rapida distensdo da capsula renal (PALM; WESTROPP, 2011; SANTOS et al., 2017). Nos
casos de obstrugdo ureteral silenciosa (cronica), por vezes o diagndstico € incidental, em virtude
destes animais ndo apresentarem manifestacfes clinicas por causa da sua natureza “estGica” (forte)
(PALM; WESTROPP, 2011), ou tais manifestacdes s6 se tornam evidentes para 0s tutores quando o
felino desenvolve azotemia (PEREIRA et al., 2015; CAIRES, 2018).

Alguns casos podem evoluir para pielonefrite e pionefrose e, em casos mais avangados, para
disfungdo renal aguda ou crénica (MACPHAIL, 2014; DINIZ et al., 2016). Na presenca de
pionefrose, o quadro do animal pode se agravar com o surgimento de febre, letargia, anorexia,
leucocitose, pilria e bacteriaria (MORAILLON et al., 2013; SCHERK, 2015).

A hidronefrose é outra complicacdo frequente podendo ser unilateral ou bilateral. Quando
unilateral, geralmente apresenta-se assintomatica por um longo periodo de tempo devido ao fato de o
rim saudavel compensar a funcdo do rim acometido. J& quando esta se apresenta bilateral, as crises
sd0 mais agudas e iniciam-se antes que ocorra a destruicdo mais extensa do parenquima renal
(SCHERK, 2015; FAGES et al., 2018). A hidronefrose é considerada uma consequéncia imediata de
uma doenca obstrutiva, como a que ocorre pela migracdo dos nefrélitos e que resulta em uma
distensdo ureteral, também conhecida como hidroureter, os quais quando distendidos podem
apresentar-se acentuadamente aumentados e tortuosos (PENNINCK; D’ANJOU, 2011).

Ainda em relacdo a obstrucdo unilateral, o animal geralmente vive tempo suficiente para
desenvolver grave atrofia do parénquima renal secundario ao aumento da pressao hidrostatica. Ao
final desse processo obstrutivo, pode se observar rins aumentados e com paredes finas (2 a 3mm de
espessura), afuncionais e preenchidos por urina ou fluido seroso, ou ainda pode estar preenchido por
exsudato purulento em virtude de uma infeccéo bacteriana (MERCK, 2013; SCHERK, 2015; FAGES
et al., 2018).

2.1.5 Diagnostico

Para o diagndstico de nefrolitiase, o histérico do paciente, o exame fisico e 0s exames
complementares sdo essenciais, como triagem de comprometimento secundario a presenca do urolito
e/ou da existéncia de fatores predisponentes a sua formacao, tais como a presenca de doenca renal
e/ou uma hipercalcemia (GUIMARAES, 2016). Nesta avaliacdo do paciente é de suma importancia a
inclusdo da mensuragdo e o monitoramento da pressao arterial (ADAMS, 2013).

Como exames complementares, se faz necessario a urindlise com urocultura, analises
hematoldgicas (ROSS et al., 1999) e a andlise dos ur6litos para determinacdo da sua composicdo

mineral. Pode-se encontrar na urinalise, hematdria, piuria, cilindrdria, cristaldria e alteracdes no pH.
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Os diferentes tipos de cristais apresentam formas e coloracGes tipicamente diferentes, contudo, a
forma mais confiavel de analisar a sua constituicdo € através cristalografia optica, espectrofotometria
infravermelha ou difracgdo por raio-x (HESSE; NEIGER, 2009). Para obteng&o de resultados mais
precisos, a urinalise deve ser realizada em até 60 minutos ap0s sua coleta, com objetivo de minimizar
as influéncias do tempo e da temperatura sobre a amostra (PALM; WESTROPP, 2011).

No exame de sangue pode ser observado leucograma inflamatério, o qual pode estar
associado a pielonefrite. A azotemia esta presente quando houver obstrucdo ou de uma doenca renal
concomitante. A hipercalcemia é um fator que aumenta a pré-disposicdo ao desenvolvimento do
urélito e/ou ao aumento do mesmo e é associada aos urdlitos de CaC>04 (ADAMS, 2013).

Os urdlitos podem ser compostos por um ou mais tipos de minerais, que podem ser
depositados em camadas ou simplesmente misturados entre si. Além dos cristais biologicos, outros
agentes, como metabolitos de farmacos e corpos estranhos podem estar presentes. Dependendo da
composicdo e da distribuicdo dos minerais, o urolito pode conter as seguintes camadas: nucleo
(regido central), pedra, parede e cristais de superficie (Figura 1) (OSBORNE; CLINTON, 1986;
ULRICH et al., 1996). Dessa forma, baseando-se no tipo e na quantidade mineral, os urélitos podem
ser classificados em simples, mistos ou compostos. Séo classificados como simples os urdlitos com
predominio de um mesmo mineral (maior ou igual a 70%) em uma ou duas de suas camadas,
compostos aqueles que apresentam 70% ou mais de dois ou mais minerais distintos em camadas
diferentes e mistos aqueles que apresentam camadas com diversos tipos de minerais, sem que haja a
predominancia de um dnico mineral (composi¢cdo menor que 70%) (ULRICH et al., 2008).

Véarios metodos podem ser utilizados para avaliar a composicdo dos urélitos: dois métodos
por estimativa (baseando-se no aspecto macroscopico do urolito ou em exames laboratoriais e de
imagem) e os métodos de andlise qualitativo e quantitativo (BOVEE; McGUIRE, 1984; KOEHLER
et al., 2008). A analise qualitativa ndo permite a determinacdo percentual dos diferentes minerais
presentes e frequentemente falha na deteccao de cristais de silica, xantina (KOEHLER et al., 2008) e
de cistina (BOVEE; McGUIRE, 1984). Ja a andlise quantitativa (método fisicos) permitem maior
exatiddo na identificacdo e quantificacdo das substancias e ainda, classifica-los em simples, mistos ou
compostos, além de diferenciar os diversos subgrupos minerais (por exemplo, oxalato de calcio
monohidratado e dihidratado) (LULICH et al., 2004). Esses métodos incluem: a cristalografia Optica,
a espectroscopia infravermelha, a difratometria do raio-X, as técnicas dispersivas de energia (EDAX)
e outros (BOVEE; McGUIRE, 1984; ULRICH et al., 1996; ARIZA, 2012; SCHERK, 2015).
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Figura 1: Imagem ilustrativa das disposi¢cdes das camadas que comp6em o urélito.
Fonte: https://vetmed.umn.edu/sites/vetmed.umn.edu/files/interpret-results-urolith.pdf

Quanto aos exames de imagem, a radiografia simples e contrastada permite avaliar o tamanho
dos rins, observar a presenca e a quantidade de urdlitos nos ureteres e nos rins (LULICH et al.,
2004); mas recomenda-se a aplicacdo de enema anterior a sua realizacdo (HESSE; NEIGER, 2009,
PALM; WESTROPP, 2011). A projecdo dorso-ventral ou ventro-dorsal permite determinar qual dos
ureteres esta envolvido ou se ambos, no entanto, as limitacdes do exame estdo na identificacdo das
obstrucdes, na real localizacdo da obstrucdo e na identificacdo de urolitos de pequenas dimensdes
e/ou radiotransparentes (CAIRES, 2018).

O exame ultrassonografico do trato urinario se tornou rotina na clinica médica de animais de
companhia, pois possibilita obter informacdes quanto a posicao topografica, as dimensdes, a forma, a
arquitetura interna, o aspecto da urina e detectar alteragdes nos ureteres, principalmente na presenca
de dilatacdes (CARVALHO, 2014). Este exame também permite identificar os urolitos, suas medidas
e sua localizacdo assim como avalia o grau de obstru¢cdo (FORRESTER; LEES, 1998; KIHARA et
al., 2014; SANTOS et al., 2017). Nos casos de dilatacdo discreta, pode ser necessario recorrer ao uso
do doppler para visualizar vascularizacdo renal (NYLAND et al., 2002; GUIMARAES, 2016;
CAIRES, 2018). Ainda no exame ultrassonografico pode-se identificar a ocorréncia da chamada
“Sindrome do rim grande e rim pequeno”, tipica de cronicidade (PALM; WESTROPP, 2011;
PEREIRA et al., 2015).

Caso estes exames ndo sejam confirmatorios da presenca do urélito, pode-se recorrer a
tomografia computorizada (ADAMS, 2013). A administracdo de contraste intravenoso facilita a
identificacdo das obstrugdes parciais ou completas. Contudo, deve ser levado em consideragéo o

risco de nefrotoxicidade do contraste durante a realizagdo do exame (BERENT, 2011).
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2.1.6 Tratamento

O objetivo do tratamento da nefroureterolitiase é tratar a causa de base, evitar o seu
crescimento, evitar e/ou reduzir as lesbes e prevenir novas formagcfes. O manejo clinico mostra-se
efetivo, mas em percentual pequeno de gatos com obstrugdo ureteral (8 a 17%) (KYLES et al,,
2005a). Entretanto, Kyles e colaboradores (2005) juntamente com Defarges e colaboradores (2013),
defendem que o manejo clinico deva ser sempre considerado antes de qualquer intervencao cirdrgica
invasiva, em virtude das taxas elevadas de complicacdes (31%) e mortalidade pds operatoria (18%).
Estudos mais recentes defendem que mesmo nos casos de obstrucdo parcial, a cirurgia é o tratamento
de escolha, pois mesmo que a obstrucdo seja parcial o rim pode sofrer danos irreversiveis. No
entanto, ambos os estudos concordam que a cirurgia apresenta alta taxa de mortalidade (20-30%) e de
complicagdes pos-cirtrgicas (20-40%) (GUIMARAES, 2016; SANTOS et al., 2017).

Além disso, fatores como tamanho do urolito, localizacdo, duracdo dos sinais clinicos, a
presenca ou auséncia de colica renal, alteracdes bioquimicas graves, evidéncia de dano renal e de
obstrucdo devem ser considerados antes da escolha da abordagem terapéutica a ser instituida (CHEW
et al., 2011). Em estudos realizados por Kyles e colaboradores (2005) e por Berent (2011), a
passagem de ureterolitos é baixa, por isso, em muitos casos, 0 manejo clinico da obstrucéo ureteral é
utilizado principalmente para estabilizacdo do paciente para cirdrgia.

Na presenca de obstrucdo ureteral, azotemia e hipercalemia, a terapia dialitica (dialise
peritoneal e a hemodialise) permite a estabilizacdo do paciente antes de qualquer abordagem
cirurgica (SHIPOV; SEGEV, 2013), contudo, ndo contribui para a descompressdo da regido de pelve
renal (BERENT, 2011).

O tratamento deve ser estabelecido o mais rapido possivel, visando a manutencdo da fungéo
renal. A escolha do tratamento vai depender das caracteristicas do urélito e dos seus efeitos no
animal (LULICH et al., 2011). Se houver suspeita de que o nefrolito seja composto por estruvita,
urato ou cistina, e caso ndo haja indicacdo para uma remocao imediata, a dissolucdo clinica é uma
opcéo. Em contrapartida, se os nefrélitos forem de CaC,0. e de matriz orgénica, ndo existe protocolo
de dissolucéo clinica (LANGSTON et al., 2010).

ConsideracGes dietéticas e farmacoldgicas sdo ministradas para induzir a subsaturacdo da
urina em cristaloides litogénicos (OSBORNE et al., 1990). A reducdo da densidade urinaria esta
dentre as primeiras medidas terapéuticas a serem instituidas . Em associagdo, deve-se também,
estimular a ingestdo hidrica ao colocar mais recipientes de agua espalhados pelo ambiente, fontes de

agua ou oferecendo racdo umida para o animal (JUNIOR; CAMOZZI, 2017).
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A restauracdo do volume hidrico, do desequilibrio eletrolitico e acido-base associados ao
manejo da uremia e da dor desempenham um papel importante na gestdo da nefroureterolitiase, bem
como 0 monitoramento do paciente visando evitar quadros de crises agudas (PALM; WESTROPP,
2011; GUIMARAES, 2016; JUNIOR; CAMOZZI, 2017).

2.2 Nutracéuticos

O termo nutracéutico vem da combinagdo das palavras “nutri¢do” e “farmacéutica”, que
corresponde aos alimentos que proporcionam beneficios a saide (HUNGENHOLTZ; SMID, 2002).

A filosofia por trds dos nutracéuticos é usada para descrever produtos nutritivos derivados de
alimentos, contendo a forma concentrada de um composto bioativo em doses que excedam aquelas
que poderiam ser obtidas do alimento in natura (BROWER, 1998).

Em virtude deste termo “nutracéutico” ndo estar ainda devidamente regulamentado, este ainda
encontra-se vinculado as legislagdes de alimentos funcionais (PIMENTEL et al., 2005) conforme a
Resolucdo n°18 a qual estabelece as Diretrizes Basicas para Analise e Comprovacdo de Propriedades
Funcionais e/ou de Saude (ANVISA, 1999a) e a Resolucdo n°19, de 30 de abril de 1999 que
estabelece as alegacOes de procedimentos para registro de alimento com alegacdo de propriedades
funcionais e/ou de saude) (ANVISA, 1999b). Além disso, estes podem ainda ser vinculados as
seguintes portarias: Portaria SVS/MS n° 32/98 (Regulamenta Suplementos Vitaminicos e/ou
Minerais) e a Portaria SVS/MS n°31/98 (Regulamenta Alimentos Adicionados de Nutrientes
Essenciais) (CARVALHO, 2004; STRINGHETA et al., 2007).

No Brasil - como definicdo mais consensual - diz-se que o nutracéutico ndo é uma droga ou um
alimento, mas sim uma substancia de ocorréncia natural com evidente efeito benéfico a saude que faca
parte, como ingrediente, de alimentos especificos, alimentos funcionais ou suplementos alimentares,
projetados pela industria farmacéutica ou alimenticia, em formas variadas de apresentacdo
(CARVALHO, 2004; MORAES; COLLA, 2006). Os nutracéuticos podem ser classificados em
diferentes grupos, de acordo com a sua fonte alimentar, sua propriedade funcional e a sua natureza
quimica (SULERIA et al., 2015), tornando esta classificacdo uma ferramenta valiosa em termos de
planejamento terapéutico (STRINGUETA, 2007; KOKATE et al., 2009).

a) Fonte alimentar - como fonte alimentar os nutracéuticos podem ser classificados em trés

grupos: vegetal (ex.: licopeno), animal (ex.: DHA- Acido Docosa-Hexan6ico), bactérias e leveduras
(ex.: Bifidobacterium bifidum).

b) Propriedade funcional — os nutracéuticos com propriedades funcionais sdo aqueles que

apresentam propriedades fisiologicas provadas ou pretendidas como por exemplo antioxidantes,
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antibacteriano, hipotensivo, anti-inflamatdrio, anti-carcinogénico, protetor 0sseo, hipocolestero-
lémico (CARDOSO; OLIVEIRA, 2008).

c) Natureza quimica — nesta terceira classe, 0s nutracéuticos sdo agrupados de acordo com suas

caracteristicas quimicas e moleculares, como por exemplo: isoprenoides/terpenoides (carotenoides),
compostos fenolicos (isoflavonas), carboidratos, derivados polissacarideos (fibras), oligossacarideos,
acido ascérbico, &cidos graxos poli-insaturados (6megas), minerais (calcio), proteinas e aminoécidos
(MORAES; COLLA, 2006; STRINGUETA, 2007).

Em resumo, o nutracéutico é um produto elaborado a partir de um alimento que é comercializado
em formas farmacéuticas e que apresentam propriedades fisioldgicas benéficas contra diversas
doencas (MAZZA, 2000).

2.2.1 Magnésio

O ion magnésio (Mg®") representa o segundo cation intracelular mais abundante no
organismo € essencial para diversas reacfes bioquimicas, e atua como cofator para mais de 300
reacOes enzimaticas importantes envolvendo quinases, metabolismo celular, sintese de proteinas e de
DNA (LUKASKI, 2004; DOUSDAMPANIS et al., 2014), ativacdo de ATPase, modula o transporte
transmembranar de célcio, de sédio e potassio (ALEXANDER et al., 2008). Além disso, participa da
excitabilidade neuromuscular e da estabilizacdo da membrana celular pela regulacdo de canais
ibnicos que sdo essenciais para a proliferacdo celular e apoptose (YOLCU et al., 2016).

Cerca de 70% deste cation encontra-se no esqueleto, enquanto o restante fica distribuido
principalmente nos tecidos moles com metabolismo elevado (musculos, cérebro, coracdo, rins e
figado) os quais dependem de um perfeito equilibrio entre o célcio e Mg?*. Dessa forma, é possivel
compreender o porqué da importancia da manutencdo de sua homeostase (LEHNINGER, 1986;
HAYS; SWENSON, 1996).

Sua atuacdo na estrutura 6ssea mineral € em conjunto com o célcio e o fosfato, e participa dos
processos de troca desses minerais entre 0 0sso e 0s tecidos. Atua ainda na regulacdo da ossificacéo,
no equilibrio fosfocalcico, na fixacdo adequada de célcio — impedindo sua deposicdo em forma de
urélitos, na diminuicdo da solubilidade do fosfato de célcio e na regulacdo do nivel de calcio por
meio de acdo indireta sobre as glandulas paratireoides, uma vez que estimula a secre¢do e acao
periférica do paratorménio (BRILLA; LOMBARDI, 1995). Em humanos, a utilizacdo do hidroxido
de Mg? em pacientes com nefrolitiase recorrente, mostrou promover uma reducdo significativa na
taxa de recorréncia (VAGELLI et al., 1998), pois ao ser excretado na urina, ele atua inibindo a

cristalizacdo, nucleacdo e crescimento do cristal de CaC>0s (AMARO et al., 2005). Por isso, a

13



avaliacdo da sua concentracdo urinaria é a mais recomendada para avaliar a ocorréncia de deficiéncia
(BOHL; VOLPE, 2002).

A absorcdo de Mg?* se da no intestino e ocorre tanto por transporte transcelular ativo como
por paracelular passivo (SONG et al., 2009). Em humanos, alguns farmacos, como os inibidores da
bomba de prétons, podem prejudicar a absorgdo gastrointestinal de Mg?* em virtude do seu efeito
redutor do pH do lumen intestinal (PERAZELLA, 2013). Apesar de um estudo realizado em felinos
por Gould e colaboradores (2016) ter concluido que, apds 60 dias de uso de omeprazol, ndo houve
reducéo dos niveis séricos de Mg?"*, calcio e vitamina B12, ainda pouco se sabe sobre seu uso a mais
longo prazo (ROSOL; CAPEN, 1997).

Os rins conservam boa parte do Mg?*, sua forma livre é filtrada no glomérulo, reabsorvido no
tubulo proximal e na alca de Henle, e em seguida eliminado na urina. Em condi¢fes carenciais, ha
um aumento na reabsorcdo tubular e o inverso também ocorre na presenca de excesso de Mg
corporal (hipermagnesemia) (AHLUWALIA, 2004). Essa excre¢cdo pode ser exarcerbada causando
uma hipomagnesemia, nos pacientes diabéticos, a exemplo do que ocorre em pacientes humanos
(NAIR et al., 2012). Apesar de nos felinos hiperglicémicos esse ndo ser um achado comum, a sua
concentracdo sérica deve ser monitorada sempre que possivel, principalmente na presenca de
arritmias, hipocalemia ou hipocalcemia refratarias (BOYSEN, 2008).

Nos felinos idosos pode haver um requerimento maior de Mg®* na dieta em virtude da
ocorréncia de complicagcdes com a funcdo renal que cursem em aumento da TFG e em consequente
hipomagnesemia (HAND, 2000). As manifestacGes clinicas de deficiéncia de Mg?* se assemelham
muito as observadas em humanos e incluem lesdes de pele, hiperirritabilidade, disfuncdes
musculares, calcificacdo de tecidos moles, arritmia cardiaca, tremores generalizados, entre outros
(LEHNINGER, 1986; HAYS; SWENSON, 1996).

O Mg?" esta presente em diversos alimentos, especialmente nos cereais integrais, legumes,
verduras de folhas verdes escuras e castanha do Brasil que sdo as principais fontes primarias. Outros
alimentos tais como frutas, carnes, peixes e outros vegetais possuem niveis intermediarios de Mg?*
(MIRMIRAN et al., 2012; CARDOSO et al., 2017). Podemos ainda encontrar o Mg?* na forma de sal
como o cloreto de Mg?*, aspartato de Mg?*, citrato de Mg?*, treonato de Mg?* (capaz de ultrapassar a
barreira hematoencefalica). Outra forma comercial muito utilizada principalmente para mialgia em
pacientes humanos € o dimalato de Mg?* (associacdo de duas moléculas de acido malico); ou ainda
na forma quelatada a qual difere daquelas dos ions livres, pois tém suas caracteristicas quimicas e
fisicas modificadas, protegendo-os da influéncia dos agentes externos e tornando-o resistente a
dissociacdo dos componentes e dando-lhes estabilidade quimica, acarretando em melhor absorcdo

intestinal (WOLF, 2017).
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2.2.2 Resveratrol

O resveratrol (3,5,4’-trihidroxi-droxi-estilbeno) € um composto fendlico, do tipo estilbeno, da
classe dos polifendis ndo flavonoides encontrados em diversas plantas, porém em maior quantidade
na Vitis vinifera (uva roxa), também conhecida como parreira a qual € muito cultivada na Europa
para producdo de vinho. Sua producdo se d& por meio do metabolismo secundario destas plantas
expostas (casca) a situacBes de infestacdo fungica (Botrytis cinerea, Plasmopora vitcula), dano
mecanico ou fatores climaticos, como geadas ou irradiacdo de luz ultravioleta (BERTELLI et al.,
2009; JALILI et al., 2017), onde estas vao sintetizar uma fitoalexina (para protecdo da planta contra
danos externos) denominada resveratrol. Este por sua vez, apresenta-se sob duas formas isémeras:
trans-resveratrol e cis-resveratrol (ZHU et al., 2011). O trans-resveratrol é rapidamente convertido
em cis-resveratrol por altas temperaturas ou pH baixo. Embora o cis-resveratrol seja menos
biologicamente ativo do que o trans-resveratrol, ele também possui propriedades favoraveis a satde
(VIAN et al., 2005; PERRONE et al., 2017).

A palavra resveratrol vem do latim, em que “res” significa “que vem de”, “veratrum” que ¢ a
planta da qual o composto foi isolado pela primeira vez, e “ol” que indica a presenca do grupo alcool
em sua estrutura molecular (HARIKUMAR; AGGARWAL, 2008). O resveratrol foi isolado pela
primeira vez a partir das raizes do lirio heléboro-branco (Veratum grandiflorum) em 1940 e,
posteriormente das raizes knotweed japonés ou bambi mexicano (Polygonum cuspidatum) em 1963.
Em 1992, foi descoberto o seu efeito cardioprotetor nos consumidores de vinho tinto, em um estudo
apelidado de “O Paradoxo Francés”, onde foi sugerido que a dieta dos franceses, consumidores
frequentes de vinho tinto e de uma alimentacéo rica em gordura saturada e com pouca pratica de
exercicio apresentavam pouca predisposicdo para desenvolver doencas cardiovasculares, com
incidéncia de infartos 40% inferior ao restante dos povos europeus (LASTRA; VILLEGAS, 2007;
SEFORA; DE ANGELI, 2013; ALVES, 2015).

A partir dessa observacdo, chegou-se a conclusdo que o consumo de forma leve a moderada
de vinho tinto rico em resveratrol, esta associado a uma modulacdo genética favoravel das proteinas
fibrinoliticas que aumentam a fibrindlise das células endoteliais que estdo localizadas na superficie
do endotélio e assim promove efeito protetor cardiovascular (BERTELLI et al., 2009; LIPPI et al.,
2010). O efeito protetor no coracdo e nos vasos também € atribuido a sua acdo vasodilatadora arterial,
a qual é mediada pela estimulagdo da producéo de 6xido nitrico diretamente pelos canais de K*/Ca?*
e inibe a agregacdo plaquetéria e a liberacdo do acido araquidénico por macrofagos (DOLINSKY;
DYCK, 2014) e ainda; reduz a sintese de lipidios (lipoproteina de baixa densidade [LDL]) e de
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eicosanoides, os quais sdo implicados na promocdo da inflamacdo e da aterosclerose em humanos
(NABAVI, 2014).

Dentre os efeitos que trazem beneficios a salde, pode-se citar a sua potente acdo antioxidante,
quelante de espécies reativas de oxigénio (EROs), retardo no envelhecimento celular por meio da
ativacdo da sirtuina-1 deacetilase (SIRT-1). Proteina esta que estad associada a regulacdo de varias
fungbes celulares, incluindo apoptose, biogénese mitocondrial, inflamagdo, metabolismo de
glicose/lipidios, autofagia e adaptacBes ao estresse celular, através da desacetilacdo das proteinas
alvo (KITADA; KOYA, 2013). Demonstrou-se ainda que 0 mesmo possua caracteristicas anti-
cancerigena, quimiopreventiva e neuroprotetora (TIMMERS et al., 2011; CATALGOL et al., 2012).

Em estudos realizados em ratos, apds inducdo de glomerulonefrite, o resveratrol mostrou
apresentar também efeito protetor sobre os rins ao reduzir as manifestacGes clinicas da sindrome
nefrotica, causada pela proteindria, hipoalbuminemia e hiperlipidemia (NIHEI et al., 2001). O
mesmo efeito renoprotetor pode ser observado em estudo semelhante, mas dessa vez induzindo a
nefrotoxicidade com a administracdo da ciclosporina e gentamicina (CHANDER et al., 2005) na
isquemia renal de reperfusdo (GIOVANNINI et al., 2001), na nefrite resultante da acdo de anticorpos
anti-membrana basal glomerular (NIHEI et al., 2001) e no dano oxidativo ao DNA renal induzido
pelo brometo de potassio (CADENAS; BARJA, 1999).

O resveratrol apresenta boa biodisponibilidade quando administrado por via oral e é
encontrado predominantemente em tecidos como o figado e os rins (VITRAC et al., 2003; MENG et
al., 2004), no entanto, sua meia-vida foi descrita como curta no organismo de camundongos (8 a 14
minutos) e de humanos (30 a 60 minutos) (BRITO, 2007). Sua principal via de eliminacdo é a renal
(70% a 98%) (BAUR; SINCLAIR, 2006; CHACHAY et al., 2011).

2.2.3 Vitamina K

A vitamina K além de ser uma vitamina lipossolivel também é um cofator essencial para a
coagulacdo do sangue, pois intervém nos processos de sintese de protrombina e dos fatores de
coagulacéo II, VII, IX e X (KANEKI et al., 2006). A denominacgdo “vitamina K” deriva da primeira
letra da palavra dinamarquesa koagulation (DUTRA, 1998). Em 1939, Dam e Doisy isolaram-na da
alfafa, determinando sua estrutura: 2 metil-3phytyl-1,4naftoquinona (DORES et al., 2001).

Ela esta presente em alimentos animais e vegetais, com a maior concentracdo nas folhas
verde escura e desempenha uma importante funcdo na qual atua como cofator para a carboxilacéo de
residuos especificos de &cido glutamico para formar o acido gama carboxiglutamico (GLA),

aminoacido que esta presente nos fatores de coagulacdo e que apresenta-se ligado ao célcio,
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regulando a disposicdo deste na matriz 6ssea como parte da osteocalcina (proteina do 0sso). O GLA
esta presente na matriz extracelular e nos fluidos corporais promovendo fortes ligacGes entre as
proteinas e os ides de calcio. A atividade bioldgica da vitamina K envolve modificacdo pés-
traducional dos residuos de &cido glutdmico (extremidade amino-terminal) por agdo de uma
carboxilagdo da vitamina k-dependente (VKD). Esta carboxilagdo fornece um segundo grupo
carboxila, que permite a quelacéo do célcio e funciona como ponte entre os fatores de coagulacdo e a
bicamada fosfolipidica, local onde ocorre a ativacdo dos fatores de coagulacdo (ELDER et al., 2006;
BOOTH, 2009; HOLZER et al., 2010; VERMEER, 2012).

Fisiologicamente, a vitamina K entra na circulacdo sanguinea apds ser transportada para o
figado, para que ocorra a sintese dos fatores de coagulagdo, e parte desta fracdo é transportada para
os tecidos extra-hepaticos, como o 0sso (VERMEER, 2012).

A vitamina K apresenta isoformas estruturalmente semelhantes e lipossoliveis que tém como
base 0 mesmo anel naftoquinona, mas que difere nas suas cadeias laterais, com excessdo da vitamina
Kz a qual € isenta desta cadeia. Inclusa nestas isoformas estéo: a filoquinona (K1), presente nas folhas
verdes; a menaquinona (Kz), sintetizada por bactérias da microbiota intestinal e com varia¢fes que
vao MK-4 a MK-13 (série de vitaminas designadas MK-n, sendo “n” o nUmero de residuos
isoprenoides); e a menadiona (Ks), forma sintetica da vitamina K a ser convertida em K no intestino.
Como todos 0os mamiferos, cdes e gatos necessitam desta vitamina para o funcionamento adequado
do seu metabolismo (MOURAO et al., 2005; CASE et al., 2011; AZUMA et al., 2013).

As principais lipoproteinas transportadoras de vitamina K sdo os triglicerides. Apos ser
absorvidas por difusdo na porcdo distal do intestino delgado e do colon, na célula da mucosa
intestinal, K: e K> ligam-se aos quilomicrons e sdo transportadas até os hepatdcitos por via linfatica,
necessitando de bile e suco pancreatico para 0 seu maximo aproveitamento. Sua distribuicdo para os
demais tecidos se da por meio de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e quilomicrons,
uma vez que ndo existe proteina ligadora de vitamina K especifica no plasma (DUTRA, 1998;
DORES et al, 2001). Alguns fatores podem interferir na sua absor¢do tais como doenca que causam
ma absorcdo gastrintestinal, secrecdo biliar deficiente, ingestdo insuficiente, uso de anticoagulantes
cumarinicos, nutricdo parenteral e ingestdo de altas doses de vitaminas A e E (antagonistas da
vitamina K) (MOURAO et al., 2005).

Independentemente da quantidade ingerida, aproximadamente 20% da vitamina K é excretada
via urinaria, enquanto que entre 40 e 50% é eliminada nas fezes. Esse catabolismo demonstra a
rapida deplecdo das reservas hepaticas de vitamina K em paciente humanos que fazem uso de uma
dieta pobre em vitamina K (MELCHIOR, 2006). Sua concentragdo plasmatica ndo se correlaciona

com o estado nutricional, pois esta é dependente da ingestdo recente (24 horas) (BOOTH; SUTTIE,
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1998).

Em pacientes humanos idosos demonstrou-se que a baixa ingestdo de K; estd associada ao
aumento do risco de fratura de fémur. Entretanto, a vitamina K exerce uma influéncia mais forte e
poderosa no 0sso do que a vitamina K1, pois esta é uma reguladora transcricional especifica dos genes
do tecido 6sseo que atuam por meio do recetor SXR para favorecer a expressao de marcadores de
formacdo Ossea com atividade osteoblastica, aumentando o processo de formacdo de o0sso e
diminuindo a perda 6ssea (IWAMOTO et al., 2006; AZUMA et al., 2013).

Dessa forma, a vitamina K, atua impedindo a aceleracdo da reabsor¢do Gssea, mantendo
estavel a formacdo do o0sso, reduzindo a perda éssea e prevenindo a diminui¢do da forca do 0sso
longo (IWAMOTO et al., 2006). Ela ndo s6 estimula a formacdo Gssea como também suprime a
reabsorcdo Gssea osteoclastica (IWAMOTO et al., 2006; MCCORMICK, 2007). Associado a isso, ha
atuacdo na reabsorcdo renal de calcio ao retardar o aumento dos niveis séricos de paratorménio, e
consequente, a perda 6ssea (IWAMOTO et al., 2006; TASCI et al., 2011).

2.2.4 Omega 3

Os &cidos graxos sdo cadeias de hidrocarbonetos com niimero variavel de atomos de carbono,
sdo classificados quanto ao numero de carbonos presentes na cadeia, 0 nimero de ligacdes duplas
bem como a localizacdo da primeira ligacdo dupla. Tal conhecimento é importante porque a sua
estrutura esta intimamente ligada aos seus efeitos sobre o metabolismo celular. As familias dmega-3
e 6mega-6 recebem essa denominacdo em virtude da primeira dupla ligacdo da cadeia estar entre o
terceiro e 0 quarto carbono, ou entre 0 sexto e o sétimo carbono, respectivamente (FREEMAN,
2010).

Estes acidos graxos poli-insaturados desempenham diversas funcGes as quais geram
beneficios a saude. Uma boa parte dos seus efeitos benéficos sdo atribuidos ao metabolismo dos
acidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), pertencentes a
familia dmega 3, o que os tornam nutracéuticos de grande interesse terapéutico na Medicina e na
Veterinaria (BAUER, 2011). Estes, juntamente com o dmega 6, sdo considerados &cidos graxos
essenciais, pois caes e gatos ndo os sintetizam (SIMOPOULQS, 2005; NRC, 2006).

A suplementacdo com EPA e DHA desperta grande interesse devido ao seu potencial de
modulacdo do sistema imunolégico, pois quando ocorre uma lesdo celular, estes sdo liberados das
membranas celulares pelas fosfolipases, e transformados em eicosanoides pelas enzimas lipoxigenase

e cicloxigenase no intersticio formando os eicosanoides prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos
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(TORREJON et al., 2007; CALDER, 2008; FREEMAN, 2010). Uma vez incorporados & membrana
celular, este agira sobre a integridade, fluidez e na sinalizacdo (CALDER, 2008).

Nos alimentos comerciais, a quantidade adicionada é muito varidvel e, associado a isso,
varios produtos apresentam apenas semente ou 6leo de linhaca na formulagdo como fonte de 6mega-
3. Apesar da linhaga apresentar fungbes organicas, estas ndo estdo relacionadas com
imunomodulacdo e producdo de eicosanoides, pois esta acdo é restrita somente ao EPA e ao DHA
(ZAINE et al., 2014). Sendo assim, nesta condi¢do de auséncia de suplementacédo de EPA e DHA
torna-se improvavel algum efeito sobre a inflamag&o ou imunomodulagdo (REINHART, 1995).

O é&cido araquiddnico, da familia 6mega 6, origina eicosanoides como as prostaglandinas E:
(PGE>), o tramboxano A, (TXA?>), a prostaglandina I, (PGI>) e leucotrienos B4 (LTB4), os quais sdo
potentes mediadores inflamatdrios e imunossupressores. Por outro lado, a liberacdo de EPA e DHA
produzira eicosanoides de menor atividade inflamatéria e ndo imunossupressores como a
prostaglandina Es (PGEs), o tramboxano Az (TXAgz) e o leucotrieno Bs (LTB5) (VAUGHN et al.,
1994; CALDER; GRIMBLE, 2002).

O EPA e o0 &cido araquidénico competem pelas mesmas vias enzimaticas na sintese de
eicosanoides e € ai que reside seu potencial terapéutico, pois a suplementacdo de EPA influencia sua
disponibilidade nas membranas, o que estimula a producdo de eicosanoides com efeito anti-
inflamatdrio e imunoldgico (VAUGHN et al., 1994; NRC, 2006; TREVIZAN; KESSLER, 2009).

Devido a limitacbes enzimaticas (deficiéncia das enzimas A-6-desaturase e elongase), caes e
gatos ndo realizam eficientemente a conversdo de acido a-linolénico em EPA e DHA, portanto,
necessitam ingeri-los para obterem seus beneficios (FREEMAN, 2010). Além dos seus beneficios
anti-inflamatorios e imunomoduladores, outros efeitos benéficos também sdo atribuidos a
suplementacdo destes acidos graxos, tais como acdo cardioprotetora, neuroprotetora, protecdo da
estrutura e funcdo retiniana, controle da proteindria, controle da progressdo das doencas inflamatorias
crbnicas e cutaneas em processos alérgicos e nas neoplasias (CARCIOFI et al., 2002; FREEMAN,
2010; BAUER, 2011).

Deve-se ter cuidado com suplementaces excessivas, pois esta pode acarretar na ocorréncia
de efeitos colaterais como vomito, diarreia, anorexia, ganho de peso, peroxidacdo dos lipidios,
reducdo da agregacdo plaquetaria (reducdo da agregacao plaquetaria em felinos e agravamento dos
quadros de trombocitopenia pré-existentes) e, mais raramente, pancreatite. No entanto, tais efeitos
sdo considerados de baixa incidéncia e dose-dependentes (LENOX; BAUER, 2013). Nos felinos, o0s
sinais de intoxicacdo sdo mais comuns que nos cdes devido a dieta baseada em peixes e, por isso,
alguns animais apresentam anorexia, cegueira, ataxia e convulsdao (PETERSON; TALCOTT, 2006).

A dose ideal € vériavel, porém a administracdo de 40mg/kg/dia de EPA e 25mg/kg/dia de
19



DHA em cées e gatos vem sendo a mais recomendada por diversos autores (FREEMAN; RUSH,
2006; FREEMAN, 2010).

A metodologia, bem como os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma de
capitulo, de forma que o capitulo corresponda a um artigo cientifico. O capitulo | foi confeccionado
nos moldes do periddico BMC Veterinary Research (ISSN: 1297-9716).
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Abstract

Background: A nefrolitiase ¢ uma afeccdo frequentemente observada na espécie felina,
com ou sem doenga renal crbnica concomitante, constituindo a maior causa de
obstrucdo ureteral e causando lesbes progressivas ao parénquima renal. Cerca de 90%
dos nefrolitos sdo compostos por oxalato de calcio, ndo passiveis de dissolugédo, e sua
incidéncia aumentou substancialmente nos Ultimos anos, juntamente com sua
recorréncia. Existem alimentos funcionais conhecidos como nutracéuticos que
proporcionam beneficios a saide, como a renoprotecdo. Em fungédo destes beneficios e
da alta prevaléncia da nefrolitiase na espécie felina, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficacia terapéutica da associacdo de alguns destes nutracéuticos na
dissolucdo destes nefrélitos. Neste estudo, 51 felinos com nefrolitiase foram divididos
em dois grupos: controle (12 animais) e estudo (39 animais), onde 0s animais do grupo
controle receberam um placebo e o grupo de estudo a formulacdo nutracéutica. Foram
realizados exames laboratoriais (sangue e urina) e de imagem (ultrassonografia) foram
em intervalos de 30 dias. Para analise da eficacia do tratamento, com o composto
nutracéutico (magnésio quelato, resveratrol, vitamina Kz, acido docosahexaendico —
DHA e &cido eicosapentaendico — EPA)

entre 0s grupos, a prevaléncia de nefrolitos nos rins direito e esquerdo e a prevaléncia
de nefrolitos entre as faixas etérias, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). Para
testar a relacdo da diminuicdo dos nefrolitos com as concentracfes séricas de magnésio,
creatinina e ureia foram conduzidos testes de correlacdo de Pearson e todas as analises
foram conduzidas no R (R for Windows 4.0.3) com o auxilio da interface grafica
RStudio (v1.3.1093) e o uso dos pacotes FSA v0.8.31; car v3.0-10; agricolae v1.3-3.
Results: Com relacdo aos resultados obtidos, o numero de fémeas (70,6%) foi superior
ao de machos (29,4%). A faixa etaria entre 11 e 15 anos teve maior prevaléncia
(39,2%). Os felinos sem raca definida superaram as demais racas (96%). Na avaliacdo
do escore de condi¢cdo corporal (ECC), 60,8% dos felinos encontravam-se dentro do
peso ideal. Em relacdo a salde intestinal, apenas 4% apresentavam doenca inflamatoria
intestinal. A analise de variancia mostrou que houve diferenca significativa entre o
diametro dos nefrolitos e o periodo do tratamento, indicando reducdo dos nefrélitos ao
longo do tempo. Ndo foi possivel identificar significancia estatistica da prevaléncia dos
nefrélitos entre as faixas etarias. A analise de correlacdo de Pearson entre a varia¢do do
didmetro dos nefrélitos e as variagdes das concentragbes séricas de magnésio, creatinina
e ureia ndo evidenciou diferencas significativas; e ndo foi detectada diferenca
significativa entre os didmetros dos nefrdlitos e sua presencga nos rins direito e esquerdo.
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Conclusion: O composto nutracéutico mostrou-se eficiente na dissolucdo de nefrélitos
em felinos e que tempo de uso demonstrou ndo influenciar, negativamente, na clinica
e/ou nos exames laboratoriais durante todo o periodo do tratamento.

Keywords: Gato, urolitos, sistema urinario, produtos naturais, suplemento alimentar,
alimentos funcionais.

Background

A nefrolitiase ocorre com frequéncia em felinos é a maior causa de obstrucdo
ureteral nesta espécie. Estes nefrélitos podem se formar a partir da precipitagdo de ions
litogénicos em condicBes de supersaturacdo urinaria, de lesdo ou inflamacgéo renal, de
pH urinario favoravel, entre outros fatores predisponentes [10, 78]. Em um estudo,
retrospectivo, realizado no Minnesota Urolith Center, no periodo de 2011 a 2018, do
total de 127,161 urdlitos de felinos analisados, 41,2% foram de oxalato de calcio
(CaC204) [4]. Segundo Robinson e colaboradores (2008), nos felinos, aproximadamente
90% dos nefrolitos e ureterdlitos apresentam esta mesma composi¢cdo, enquanto que
outros autores estimam um percentual ainda maior (98%) [12, 36, 21] e apenas uma
pequena parcela seja de origem mista (CaC204 e fosfato ou urato ou estruvita).

Diversas teorias foram propostas para explicar a fisiopatologia do
desenvolvimento das litiases e sabe-se que ndo existe um processo Unico que possa ser
aplicado a todos os tipos de urdlitos e de pacientes [87, 74]. No entanto, ndo ha davidas
quanto as suas influéncias negativas, ja que sua presenca pode alterar a fisiologia e a
morfologia do trato urinario, em virtude do seu potencial em causar processos
inflamatdrios locais [37]. Sabe-se que o sistema urinario tem como uma de suas
funcbes, a eliminacdo de metabdlitos, no entanto, parte destes sdo menos sollveis e
podem precipitar-se na urina sob a forma de cristais. Estes cristais, por sua vez,
acumulam-se no trato urinario onde poderdo combinar-se com outros compostos,
culminando na formacao dos urolitos [6]. Quanto a migracdo destes urélitos até o ureter,
varios sdo os fatores envolvidos tais como o tamanho, a forma, a presenca de areas de
estreitamento do limen ureteral, a pressao hidrostatica da urina proximal ao ureterélito,
0 espasmo ureteral, a inflamacdo e o edema no local do ureterélito. Na ocorréncia de
obstrucdo ureteral o aumento da pressdo é transmitido até o espaco de Bowman [9, 89,
20] e, a medida que a pressdo ureteral aumenta, hd também um aumento do fluxo
sanguineo renal com consequente liberacdo de prostaglandinas vasodilatoras que
reduzem a resisténcia da arteriola aferente [5, 9]. Durante esta fase, a taxa de filtracao
glomerular reduz, levando ao quadro de perda de funcdo do érgdo e podendo levar o
paciente a Obito [46, 3].

As manifestacdes clinicas associadas a nefroureterolitiase sdo variaveis e estao
frequentemente relacionadas com a velocidade em que se desenvolve a obstrucdo. Além
disso, alguns animais podem apresentar-se assintomaticos no momento do diagnostico.
No entanto, quando ha obstrucdo e a mesma for de forma aguda, as alteracdes
morfoestruturais dos rins podem ser menos extensas, mais o paciente pode ir a 6bito em
virtude do rapido acimulo de toxinas urémicas [85].

Apesar do exame quantitativo do nefrolito e/ou ureterdlito ser necessario para
definir a sua composicdo mineral, é possivel um diagndstico preditivo diante da
associacdo de evidéncias obtidas por meio de exames de imagem e da localizacéo
topografica [74]. A radiografia simples e contrastada permite avaliar o tamanho dos rins
e observar a quantidade de urdlitos presentes [60], enquanto que 0 exame
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ultrassonografico possibilita obter informacdes quanto a posicdo topogréfica, as
dimensdes, a forma, a arquitetura interna, o aspecto da urina e detectar alteragdes nos
ureteres, principalmente na presenca de dilatacdes [26, 48, 85]. Nos casos de dilatagéo
discreta, pode ser necessario recorrer ao uso do doppler para visualizar vascularizacao
renal [38, 19]. Caso estes exames ndo sejam confirmatorios da presenca do urdlito,
pode-se recorrer a tomografia computorizada [2]. A administracdo de contraste
intravenoso facilita a identificacdo das obstrucdes parciais ou completas. Contudo, deve
ser levado em consideracgdo o risco de nefrotoxicidade do contraste durante a realizagdo
do exame [14]. Na anélise dos uro6litos para determinacdo da sua composi¢do mineral, a
forma mais confidvel é através cristalografia Optica, espectrofotometria infravermelha
ou difracgdo por raio-x [43, 88].

O objetivo do tratamento é tratar a causa de base que levou ao surgimento do
urélito, evitar o seu crescimento, evitar e/ou reduzir as lesGes e prevenir novas
formacdes. Estudos mais recentes defendem que mesmo nos casos de obstrucdo parcial,
a cirurgia é o tratamento de escolha, pois mesmo que a obstrucédo seja parcial o rim pode
sofrer danos irreversiveis. No entanto, deve-se levar em consideracdo a alta taxa de
mortalidade (20-30%) e de complica¢BGes pos-cirargicas (20-40%) [38, 85, 57, 59].
Além disso, fatores como tamanho do urdlito, localizacéo, duracéo dos sinais clinicos, a
presenca ou auséncia de célica renal, alteracdes bioguimicas graves, evidéncia de dano
renal e de obstrucdo devem ser considerados antes da escolha da abordagem terapéutica
a ser instituida [28].

O nutracéutico vem da combinacdo das palavras “nutricdo” e “farmacéutica”,
que corresponde a alimentos que proporcionam beneficios a sadde [24]. A filosofia por
trds dos nutracéuticos € usada para descrever produtos nutritivos derivados de
alimentos, contendo a forma concentrada de um composto bioativo em doses que
excedam aquelas que poderiam ser obtidas do alimento in natura [17]. Os nutracéuticos
podem ser classificados em diferentes grupos, de acordo com a sua fonte alimentar, sua
propriedade funcional e a sua natureza quimica em: i) Fonte alimentar - como fonte
alimentar os nutracéuticos podem ser classificados em trés grupos: vegetal (ex.:
licopeno), animal (ex.: DHA- Acido Docosa-Hexandico), bactérias e leveduras (ex.:
Bifidobacterium bifidum) [91]; ii) Propriedade funcional — 0s nutracéuticos com
propriedades funcionais sdo aqueles que apresentam propriedades fisioldgicas provadas
ou pretendidas como por exemplo antioxidantes, antibacteriano, hipotensivo, anti-
inflamatdrio, anti-carcinogénico, protetor 0sseo, hipocolesterolémico [25]; e iii)
Natureza quimica — nesta terceira classe, 0s nutracéuticos sao agrupados de acordo com
suas  caracteristicas  quimicas e  moleculares, como por  exemplo:
isoprenoides/terpenoides  (carotenoides),  compostos  fendlicos  (isoflavonas),
carboidratos, derivados polissacarideos (fibras), oligossacarideos, &cido ascérbico,
acidos graxos poli-insaturados (6megas), minerais (célcio), proteinas e aminoacidos
[68]. Esta classificacdo € uma ferramenta valiosa em termos de planejamento
terapéutico [51].

A iniciativa de desenvolver um composto nutracéutico como alternativa ao
manejo cirurgico das nefrolitiases foi embasada nas alteracGes renais encontradas por
Heiene e colaboradores (2009) que associaram a presenca dos nefrélitos a grande
quantidade de infiltrados de células mononucleares, degeneracdo e atrofia dos tubulos
renais. Lesdes estas que contribuem para a retencdo de mais cristais dentro dos tubulos
com consequente crescimento e/ou formagdo de nefrolitos compromentendo a
funcionalidade renal [58].

Uma vez que ha conhecimento da alta prevaléncia dos nefrélitos constituidos por
CaC.04 na espécie felina e dos beneficios que os nutracéuticos proporcionam a salde, o
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presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia terapéutica da associacdo de um
composto nutracéutico na dissolucdo dos nefrélitos os quais suspeitou-se da composicdo
por CaC20a.

Results
Primeira etapa - Animais

No periodo de abril a dezembro de 2020 foram selecionados o total de 51 felinos
(12 felinos do Grupo Controle - GC e 39 felinos no Grupo Estudo - GE). Destes, 70,6%
(36/51) fémeas e 29,4% machos (15/51). Com relacéo a distribuicdo dos animais quanto
a faixa etéria, 25,5% (13/51) tinham entre sete meses e cinco anos, 31,4% (16/51) entre
seis e 10 anos, 39,2% (20/51) entre 11 e 15 anos e 3,9% (2/51) acima de 16 anos.
Quanto as ragas, houve predominancia dos sem raca definida (SRD) com 96% (49/51),
persa 2% (1/51) e siamés 2% (1/51). Na avaliacdo do ECC, 60,8% (31/51) dos gatos
encontravam-se dentro do peso ideal, 11,8% (6/51) apresentavam-se magros, engquanto
que 27,4% (14/51) apresentavam-se acima do peso ideal no momento do diagnostico da
nefrolitiase. Com relacdo a saude intestinal de ambos os grupos, 96% (49/51) nédo
apresentavam qualquer manifestacdo clinica e/ou morfoestrutural e apenas 4% (2/51)
dos animais apresentavam doenca inflamatoria intestinal no momento do diagnostico da
litiase.

Né&o foi possivel identificar significAncia estatistica da prevaléncia dos nefrolitos
entre as faixas etarias dos felinos (Figura2), o que indica que a idade ndo € um fator
importante na ocorréncia de nefrolitos. Esse resultado, porém, pode estar relacionado ao
baixo numero de amostras.

p.=0.81 = nao significativo
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Figura 2: Box-plot da analise de variancia (ANOVA) entre a prevaléncia dos nefrélitos
e a faixa etaria. Os pontos no grafico indicam outliers.
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Segunda etapa - Avaliacdo da seguranca do tratamento no grupo de estudo e no
grupo placebo

As variaveis hematoldgicas (série branca, série vermelha e plaguetometria)
mantiveram-se dentro do valor de referéncia em todos os felinos dos GE e GC. Na
avaliacdo da urinalise, a presenca de cristais na urina antes e durante o tratamento
ocorreu em apenas 6% (3/51) dos felinos e com predominancia de CaC,O4 enquanto
que 94% (48/51) ndo apresentaram qualquer tipo de cristal nos dias 0, 30, 60 e 90.
Coincidentemente, estes também apresentavam pH &cido concomitante a presenca
destes cristais.

No momento do diagndstico (dia 0), 47% (24/51) dos felinos encontravam-se
azotémicos, distribuidos nos seguintes estagios da DRC, de acordo com a International
Renal Interest Society (IRIS) (2019), 37,3% (19/51) em estagio 2 e 15,7% (8/51) em
estagio 3, totalizando um valor médio de creatinina de 2,5mg/dL.

A andlise de correlagcdo de Pearson (Figura3) entre a variacdo do didmetro dos
nefrolitos e as variagOes das concentracfes séricas de magnésio, creatinina e ureia nao
evidenciou diferencas significativas, ou seja, ndo houve reducdo ou aumento
significativo das concentracdes séricas destes compostos ao longo do tratamento.

E importante, entretanto, apontar que houve relagio negativa em todos os testes,
indicando que a reducdo dos nefrolitos pode estar relacionada com a reducdo das
concentragdes sericas destes.
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Figura 3: Correlagdes de Pearson entre a variagdo do didmetro dos nefrdlitos e as
variagdes de: A) Magnésio; B) Creatinina e C) Ureia. * ndo significativo

Durante o uso da formulagdo nutracéutica pelo GE e do uso do placebo pelo
GC, nédo houve qualquer manifestacdo clinica de efeito colateral gastrointestinal como
vOmito, nausea, diarreia ou constipacdo nos dias 0, 30, 60 e 90.

Terceira, quarta e quinta etapa - Avaliacao da eficicia do tratamento

Foi possivel observar que houve reducéo significativa no didmetro dos nefrdlitos
entre os grupos (Figura4), indicando a eficiéncia terapéutica do composto nutracéutico.

p =0,0046 = significativo

2 1,04
2
@
c L]
[e]
©
2
©
& 05
(=)

0,04

Con.trole Tratalrnento
Grupo

Figura 4: Box-plot da analise de variancia (ANOVA) entre o diametro dos nefrélitos e
0s grupos tratamento e controle. Os pontos no grafico indicam outliers.

A analise de variancia mostrou que houve diferenca significativa entre o
didmetro dos nefrélitos e o periodo do tratamento (Figura5), indicando reducdo dos
nefrélitos ao longo do tempo. Essa andlise reforca a ideia de que o composto
nutracéutico foi eficaz na dissolucdo de nefrélitos em felinos como ilustra as figuras 6A
e6Be7Ae 7B.
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Figura 5: Box-plot da analise de variancia (ANOVA) entre o didmetro dos nefrolitos e
0 periodo de tratamento. DO = dia zero; D30 = dia 30; D60 = dia 60; D90 = dia 90. Os
pontos no grafico indicam outliers.

RIM DIREITO

Figura 6: Diagnostico da nefrolitiase no dia 0, ilustrando a presenca de 2 urélitos
medindo 0.54cm e 0.31cm (A) e a reducdo no diametro de ambos (0.25cm e 0.19cm,
respectivamente) apos 30 dias de tratamento (B).
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Figura 7: Diagndstico da nefrolitiase no dia O, ilustrando a presenca de 1 urdlito
medindo 0.16¢cm (A) e a auséncia de sua visualizacdo ap6s 30 dias de tratamento (B).

Por fim, ndo foi detectada diferenca significativa entre os didmetros dos
nefrolitos e sua presenca no rim direito e esquerdo (Figura8). Indicando que ndo ha
indicios de maior incidéncia e/ou didmentro em um rim do que no outro.

p =0,78 = nao significativo
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Figura 8: Box-plot da analise de variancia (ANOVA) entre o diametro dos nefrélitos e
sua presenca nos rins direito e esquerdo. Os pontos no grafico indicam outliers.
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Discussion

Apesar das racas de pelo longo, como o persa, serem implicadas pela maioria
dos autores como as mais predispostas para a ocorréncia de nefrolitiases [74, 13, 71],
este fato ndo foi observado neste estudo, no qual a predominancia foi dos felinos SRD e
de pelo curto em ambos o0s grupos. Este resultado é semelhante ao obtido por Pimenta e
colaboradores (2014) ao avaliarem a ocorréncia de nefrolitos e/ou ureterdlitos em
felinos com DRC atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Sdo Paulo.
Provavelmente, a semelhanca nos resultados possa ser atribuida a alta casuistica de
felinos SRD, provenientes de adocdo, que sdo atendidos nos hospitais universitarios.

Estatisticamente, ndo houve significancia quanto a prevaléncia dos nefrélitos
entre as faixas etérias dos felinos de ambos os grupos, no entanto, esse resultado pode
estar relacionado ao baixo numero da amostra; ja que, os felinos com faixa etaria entre
seis e 15 anos foram os mais frequentemente diagnosticados. Resultado este semelhante
ao ja obtido por outros autores que relatam esta faixa etaria em risco de desenvolver as
nefrolitiases, mais especificamente por CaC.0Os, quando comparado aos felinos mais
jovens [82, 74, 3]. Tal fato é perfeitamente compreensivo ja que, com 0 avancar da
idade, ha um acumulo de lesdes teciduais renais que foram geradas ao longo da vida
desse felino idoso, reduzindo o nimero total de seus néfrons; e se associarmos isso ao
reduzido numero de néfrons na espécie (190.000 em cada rim) [80], quando comparado
as demais espécies de mamiferos, e a sua baixa ingesta hidrica atribuida a sua
ancestralidade de origem desértica, entendemos o porqué da maior predisposicdo ao
surgimento das afec¢bes que acomentem o sistema urinario de modo geral na espécie
[63].

Pode-se ainda acrescentar os efeitos da idade sobre o sistema musculo
esquelético, o qual também tem seu percentual de envolvimento no surgimento das
nefrolitiases, ja que as osteoartrites ndo sdo incomuns nesta fase da vida e estas por sua
vez culminam com reducdo da mobilidade, em virtude de dor, fazendo com que o
animal va com menor frequéncia ao pote de dgua e a caixa higiénica [54].

A distribuicdo sexual de ambos os grupos, os resultados obtidos foram
semelhantes aos descritos por Kyles e colaboradores em 2005, Pimenta e colaboradores
em 2014 e por Bartges e Callens (2016), em que o numero de fémeas (36/51) foi
superior ao de machos (15/51) acometidos.

A auséncia de alteracdes ao exame fisico destes animais durante todo o periodo
do estudo foi atribuido ao curto periodo deste (30 dias para 0 GC e 90 dias para 0 GE)
e/ou ao fato de terem sido selecionados apenas os felinos clinicamente estaveis e com
nefrolitos inativos, o que pode ter contribuido para manté-los assintomaticos até o fim
deste estudo [23, 1, 2].

Com relagdo a condicdo corpdrea, em humanos a obesidade tem sido associada
aos quadros de nefrolitiase [94], porém na espécie felina ainda ndo had estudos que
comprovem esta correlacdo [74] e os resultados deste vém a reforcar essa teoria,
seguindo os mesmos resultados obtidos por Pimenta e colaboradores em 2014. Na
avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC), seguindo as diretrizes estabelecidas
Comité Mundial de Nutricdo em 2011, a maioria dos felinos (31/51) ao exame fisico,
encontravam-se dentro do peso ideal (Escore 5/9) no momento do diagnéstico da
nefrolitiase.

Usualmente, o hemograma de pacientes com nefrolitiase ndo costuma ter
alteracdes, a menos que estes animais tenham uma DRC importante, pielonefrite ou
pielonefrose associado, o que ndo foi 0 caso nos animais deste estudo, ja que estes dois
ultimos foram critérios de exclusdo durante o processo de sele¢do dos grupos; e aqueles
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com DRC, sugeriram ainda ter uma preservagdo suficiente do parénquima renal para
atender a demanda na sintese de eritropoetina [28].

Segundo estudos realizados por Kyles e colaboradores (2005), ele observou que
apenas um pequeno percentual dos felinos (6,5%) com nefroureterolitos de CaC,0a
apresentaram cristaldria por CaC.Os; justificando a também baixa ocorréncia de
cristaldria nos felinos de ambos os grupos, com apenas 9% (3/51) manifestando
cristaldria por CaC,0s, enquanto que 90,9% (48/51) ndo manifestaram qualquer tipo de
cristal na urina. Existe uma associacdo, na espécie felina, da cristaliria por CaC>04 a
uma dieta restrita em magnésio para controle da formacdo de litiase por estruvita, mas
tal fato ndo pode ser atribuido aos felinos em questéo, pois 0s trés apresentavam niveis
séricos de magnésio dentro do valor de referéncia [55]; apesar de saber que, a avaliacdo
da sua concentracdo urinaria € a mais recomendada para avaliar a ocorréncia de
deficiéncia [16]. Além disso, nem todos os animais com cristaliria desenvolvem
urélitos e nem todos os animais com urolitos vao apresentar cristaliria no momento da
coleta [43, 8]; e ainda, os tipos de cristais presentes podem divergir da composic¢éo do
urdlito tornado-a um marcador pouco confiavel [73].

O fato de apenas 5,8% dos animais (3/51) apresentaram o pH acido, ndo s6 no
momento do diagnostico como também durante todo o tratamento, reforga que o papel
do pH da urina na formagdo de CaC,04 é controverso visto que este pode desenvolver-
se em outras variacdes de pHs. No entanto, uma aciduria significante (pH 6,0)
representa um fator de risco, pois altera a fungéo e concentracao de alguns inibidores da
cristalizagdo como o préprio magnésio [11, 75].

Ha uma teoria, ainda ndo comprovado em felinos, de que a auséncia ou reducédo
da atividade das bactérias que degradam o acido oxalico (Oxalobacter formigenes),
associado a supersaturacdo de cristais urinarios, aumentaria consideravelmente as
chances de formagdo de urdlitos de CaC204 0s quais sd0 os mais frequentemente
implicados nas nefrolitiases, tal como ocorre nos humanos [84, 93, 10]. Por esse
motivo, foi dada uma atencdo especial ao trato intestinal dos animais no momento do
diagndstico, no entanto, apenas dois felinos apresentavam alteracbes morfoestruturais
em intestino delgado compativeis com doenca inflamatoria intestinal. Todavia, 0
nimero de animais avaliados neste estudo, ndo é o suficiente para se descartar
totalmente esta hipdtese de correlacdo, sendo sugerida uma avaliagdo com um maior
namero de animais.

A azotemia € relatada como uma alteracéo laboratorial comum nos felinos com
nefrolitos ativos, ou seja, que cursam com obstrucdo parcial ou total do fluxo urinario
[15, 65], o que ndo condiz com os achados deste estudo no qual todos os felinos
apresentavam nefrolitos inativos. Dessa forma, podemos observar que nos felinos
azotémicos, havia confirmadamente uma DRC instalada, revelando uma associagédo
positiva entre nefrolitiase e DRC, contudo, ndo pode-se afirmar que a litiase foi o
desencadeador da DRC ou vice-versa [27]. Entretanto, ao consideramos a teoria das
“placas de Randall” em que atribui 0 evento primario da nefrolitiase, a lesdes iniciais no
leito vascular, servindo de nucleo para a precipitacdo dos cristais de CaC,O4 e com
consequente desenvolvimento de lesGes papilares que se estenderiam até intersticio
renal, essa hipotese de uma DRC prévia ndo pode ser descartada [79, 61], e entendemos
que, essa mudanca por si s6 ja foge ao fisiologico e isso é fator suficiente para
caracterizar uma DRC de estagio 1. Ainda que, testes mais sensiveis para sua detec¢ao,
como a dosagem de SDMA (dimetilarginina simétrica) ndo tenham sido realizados [83,
27, 39].

Em estudo realizado por Chacar e colaboradores (2019), onde foi avaliado os
niveis séricos de magnésio em felinos com DRC e nefrolitiase e concluido haver
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anormalidades (hiper ou hipomagnesemia) nos diferentes estdgios e que tais
anormalidades estavam associadas ao aumento da mortalidade, difere dos resultados
obtidos neste estudo em que, ndo houve mudanca significativa nos niveis séricos de
magnésio total (aumento ou reducdo) e/ou ébito durante o tratamento com o0 composto
nutracéutico contendo este mineral na sua composi¢do. Segundo Musso (2009), os
néfrons remanescentes se adaptam a diminuicdo da carga filtrada de magnésio,
aumentando acentuadamente sua excrecao fracionada; contudo é importante ter cautela
na administracdo a pacientes em estagios avancados da DRC. Talvez por isso 0
resultado neste estudo tenha sido diferente, uma vez que, foi utilizada dosagem baixa
deste mineral no composto. Ainda assim, recomenda-se 0 seu monitoramento durante o
uso deste composto nutracéutico, uma vez que, o tempo de uso neste estudo pode ndo
ter sido suficiente para o encontro de alteragGes relevantes.

Em resumo, pode-se dizer que, ndo houve diferencas significativas entre a
variacdo do didmentro dos nefrélitos e as concentragcdes séricas de magnésio total, ureia
e creatinina, apontando até mesmo para uma correlacdo negativa sugerindo que, a
reducédo de didmetro dos nefrélitos correlacione-se positivamente com a reducdo destes.
Possivelmente, isso seja o resultado a agdo benefica renoprotetora (antioxidante e anti-
inflamatdria) dos demais nutracéuticos que compde o composto, atuando sobre o
estresse oxidativo e as lesdes as células epiteliais renais promovidos pela presenca de
cristais de CaC,0. [58]; uma vez que, 0 estresse oxidativo, por si so, é responsavel pela
maior gravidade da DRC nos felinos [47]. No entanto, € importante ressaltar a
necessidade de mais estudos com um niimero maior de animais para tal afirmacéo.

A escolha dos componentes da combinacdo nutracéutica utilizada baseou-se na
composicdo quimica mas frequentemente observada dos nefrélitos, segundo anéalises
retrospectivas anteriores, realizadas por diversos estudos dentre eles o realizado entre o
periodo de 1981 a 2007, pelo Minnesota Urolith Center, onde 2.445 nefrdlitos e
ureterolitos de felinos analisados e 70% deles eram compostos por CaC,04 [72]; e ainda
em outro estudo retrospectivo mais recente, e realizada pela mesma instituicdo, no
periodo de 2011 a 2018, onde do total de 127,161 urdlitos de felinos analisados, 41,2%
apresentavam a mesma composicdo demonstrando que estes nimeros vem aumentando
de forma réapida e progressiva [4]. Isso s6 nos confirmou a necessidade de se buscar
medidas alternativas, as metodologias invasisas, que resolvessem esta problematica
crescente e que a0 mesmo tempo atende-se, financeiramente, aos tutores menos
afortunados. Em adicdo, os métodos invasivos, como os procedimentos cirurgicos, tem
elevados indices de complicacBGes (18 a 39%) que incluem infecces urinarias [57],
uroabdomen, hemorragias, obstrucdo ureteral pos operatoria por edema ou fragmentos
remanescentes, recorréncia de calculos obstrutivos, estenose no local de cirurgia e
diminuicdo da funcéo dos rins [90, 32, 59].

Em associacdo, um estudo realizado em 2006 em felinos sem nefrolitiase
submetidos a nefrotomia, constatou que a taxa de filtracdo glomerular destes reduziu em
10-20% apds o procedimento, o que foi considerado insignificante nestes felinos
saudaveis. Entretanto, na presenca de néfrons acentuadamente hipertrofiados, essa
reducdo passa a ter uma reledncia significativa e com consequéncias drasticas para o
paciente [49].

Foi conferido, a obtencdo da dissolucdo dos nefrélitos, ndo a acdo benéfica
(individual) de cada componente do composto ao organismo, mas sim ao sinergismo
promovido quando estes sdo combinados, ja que estes ha muito tempo sdo, de forma
isolada, utilizados na Medicina Veterinaria sem ter sido obtido o mesmo beneficio. Aos
ndo dissolvidos, atribuiu-se a um tipo de composicdo mineral diferente, ao proposto
pelo composto nutracéutico deste estudo, como estruvita por exemplo, ainda que a
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maioria tem sido reportada durante a década de 80 [23]; ou de composi¢do mista, ou
ainda, composto por sangue seco solidificado o qual tem demonstrado um crescente
aumento nos Ultimos anos [20]. Foi atribuido aos nefrélitos que obtiveram dissolugédo
parcial ao final dos 90 dias, que provavelmente estes necessitem de um tempo maior
para obtencdo da dissolucdo completa ou que estes apresentassem outra composi¢cao
mineral em seu nucleo, ou seja, tratar-se de um ur6lito do tipo composto [1].

Supostamente, associou-se a ocorréncia de melhor resposta do rim direito, ao
composto nutracéutico, a dissolucéo dos nefroélitos, a sua localizagdo anatémica (L1-L4)
[22] que permitiria o recebimento dos compostos bioativos do nutracéutico em
concentragdes mais elevadas do que o rim esquerdo (L2-L5), j& que o aporte sanguineo
por meio da artéria renal, que deriva diretamente da artéria aorta chega mais rapido a
ele. Ainda que ndo se tenha encontrado, neste estudo, indicios da ocorréncia dos
nefrélitos mais em um rim do que no outro, sugerindo ndo haver uma predisposi¢cdo
[80].

Um dos componentes do composto é o resveratrol escolhido por desempenhar
funcdo inibitdria da atividade das enzimas COX: e COX: (cicloxigenase 1 e 2), as quais
estdo relacionadas ao processo inflamatorio atenuando assim a inflamagéo [86, 40].
Alem disso, 0 uso dessa substancia tem demonstrado significativa melhora na histologia
renal com reducgé@o do volume tubular e dos restos celulares tubulares com consequente
melhora da depuracéo renal. Ela ainda é capaz de ativar a sirtuina 1 (SIRT-1) que dentre
outras coisas, auxilia na ativagdo do ciclo da ureia, aumentando sua excre¢do na urina,
podendo tal efeito estar correlacionado com a reducdo da ureia observada nos felinos
[76]. Gordish e Beierwaltes (2014) estudaram o efeito do resveratrol na hemodinamica
renal e demonstraram um aumento do fluxo sanguineo e reducédo da resisténcia vascular
renal. Estudos in vitro sugerem ainda que, a SIRT-1 tem importante papel na protecédo
das células medulares renais contra o estresse oxidativo, ndo sé por sua acdo anti-
inflamatdrio, como também antioxidante e suas propriedades de desacetilacdo [41].

A vitamina K> teve um importante papel nos resultados obtidos, isso por que ela
participa da carboxilacéo da proteina Gla da matriz (MGP), a qual se liga ao excesso de
calcio na corrente sanguinea e impede que este seja depositado nos tecidos e artérias,
garantindo que ele seja usado na construcdo déssea por meio da ativacdo da proteina
osteocalcina, que transporta o célcio até a matriz 6ssea [29, 31]. Um estudo realizado
por Knapen e colaboradores (2015) conclui que, além de previnir, ela também pode
reverter a calcificacao e restaurar a flexibilidade arterial, podendo justificar a reducéo da
creatinina sérica em alguns animais [66].

Para reduzir o processo inflamatério causado pela presenca do nefrolito, incluiu-
se 0 DHA e o EPA visando aumentar suas concentracdes nas membranas celulares para
substituir o acido araquidénico, e com isso cessar a producdo de eicosanoides pro-
inflamatdrios derivados deste [66]. Para isso, conhecendo as limitacGes enzimaticas
(deficiéncia das enzimas A-6-desaturase e elongase) dos felinos que ndo convertem
eficientemente o acido a-linolénico em EPA e DHA é que obtou-se por ministrar na
forma direta para assegurar que eria ingerido na concentracao correta [33, 34,67].

O magnésio foi incorporado ao composto nutracéutico em virtudes das
importantes funcGes que ele exerce no organismo e as quais foram de extrema
relevancia para obtencdo dos resultados deste estudo que sdo: diminui¢do da deposicédo
de cristais de célcio na camada intima arterial, diminuicdo da expressdo de citocinas
pro-inflamatorias como IL-1a (Interleucina-1a), promocdo de vasodilatacdo pela
hiperpolarizacdo bloqueio de calcio nas células da musculatura lisa vascular, aumento
da liberagdo de oxido nitrico [56, 30], diminuiu a expressdo da osteocalcina, proteina
responsdvel pela mineralizacdo e homeostase do calcio e a atividade da proteina
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morfogénica dssea (BMP-2), além de aumentar a expressdo de inibidores da
calcificacdo da osteopontina e regulacdo positiva da proteina Gla, as quais tém papel
crucial no processo de calcificacdo; ja& demonstrado em estudos anteriores realizados em
roedores [69, 7]. Sua acdo vasodilatadora, ja demonstrada em pacientes com DRC,
ocorre porque ele diminui o célcio intracelular na musculatura lisa vascular ao inibir seu
influxo por canais de membrana e a0 mesmo tempo em que bloquea sua liberagdo do
reticulo sarcoplasmatico [56, 30].

Associado a estes efeitos, recentemente foi comprovada sua acdo renoprotetora
em estudo realizado induzindo uma injuria renal aguda em comundongos com o uso de
cisplatina para tratamento de neoplasia de cdlon e por meio de analises histologicas,
marcadores bioquimicos de estresse oxidativo renal, inflamacdo e apoptose, 0s autores
observaram que o magnésio bloqueou as lesbes renais induzidas por cisplatina. Em
contrapartida, os animais com deficiéncia tiveram agravamento das lesdes renais,
mostrando seu potencial renoprotetor contra a nefrotoxicidade induzida por este
farmaco quimioterapico [52].

Conclusion

O composto nutracéutico mostrou-se eficiente na dissolugdo de nefrolitos em
felinos e que tempo de uso demonstrou n&o influenciar, negativamente, na clinica e/ou
nos exames laboratoriais durante todo o periodo do tratamento.

S&0 necessarios estudos adicionais e prolongados para determinar, em média, 0
tempo de uso deste composto, bem como seus efeitos sobre os niveis séricos de ureia,
creatinina e magnésio.

Mais estudos sdo necessarios para determinar o intervalo de tempo entre 0 uso e
as recidivas dos nefrolitos.

Mas estudos para avaliar se haverad repercussdes sistémicas do uso crénico do
composto, visando evitar recidivas.

Methods

O presente estudo foi realizado no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (HVPA/UFRRJ) e consistiu de cinco
etapas. Na primeira etapa foi realizada a avaliacdo clinica uronefroldgica e selecdo dos
felinos com nefrolitiase (unilateral ou bilateral). Na segunda etapa foi realizada a coleta
das amostras bioldgicas (sangue e urina) no dia 0. Na terceira etapa foi realizada a
separacdo dos grupos (Gupo Controle - GC e Grupo de Estudo - GE). Na quarta etapa
foi realizado tratamento com administracdo do composto nutracéutico (GE) e do
placebo (GC). Na quinta etapa foi realizado o monitoramento do tratamento para
avaliacdo da eficacia do composto nutracéutico, por meio do exame clinico
uronefroldgico, da coleta de amostras biologicas e exame de imagem (ultrassonografia
abdominal) nos dias 30, 60 e 90.

Primeira etapa
Nesta etapa os felinos com diagndstico ultrassonografico de nefrolitiase foram
submetidos a avaliacdo clinica uronefrolégica que consistiu de historico/anamnese e

exame fisico pormenorizado visando incluir no estudo apenas os felinos que
apresentassem: (i) auséncia de tratamento prévio ou concomitante para infeccdes

46



urinarias e/ou litiases vesicais (bexiga e vesicula biliar) e renais; (ii) auséncia de
alteracbes clinicas compativeis com desordens genitourinarias ao exame fisico; (iii)
auséncia de processos obstrutivos (parcial ou total) no fluxo urindrio superior ou
inferior e (iv) presenca de ureterolitiase concomitante.

Segunda etapa

Apds jejum alimentar prévio de oito a 12 horas, os felinos foram submetidos a
coleta de 2mL de sangue venoso (veia jugular, cefalica ou femoral) utilizando-se
dispositivo de infusdo intravenosa (scalp) 23G e seringas de 3mL. Em seguida, 0,5mL
da amostra foi transferida para um tubo com anticoagulante (EDTA) para realizacdo do
hemograma e 1,5mL para um tubo sem anticoagulante para separacdo do soro e
dosagem de ureia, creatinina e magnésio. A amostra de urina foi coletada por
cistocentese utilizando-se uma seringa de 10mL e uma agulha (25x7). Anterior a ambas
as coletas, foi realizada assepsia prévia com algodao embebido em alcool etilico 70%.

Analises Hematologicas

A analise hematologica foi realizada no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LABVET/UFRRJ). As
analises foram realizadas em contador automatico de células Poch100/Roche, segundo
recomendagdes do fabricante e com auxilio de microscopio optico comum. Os
parametros hematoldgicos determinados foram contagem de hemécias, leucdcitos e
plaquetas, determinacdo de hemoglobina, volume globular e indices hematimétricos
CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) e VCM (Volume
Corpuscular Médio). A morfologia eritrocitaria e leucometria especifica foram
realizadas com auxilio de microscopio (1000x) apoOs coloracdo dos esfregacos
sanguineos por corante hematoldgico rapido [45]. A concentracdo de proteinas totais foi
determinada pela técnica de refratometria.

Analises Bioquimicas

Foi realizado perfil bioquimico renal no LABVET/UFRRJ através de analisador
bioguimico automatico (A1l5 Biosystems™), utilizando-se kits comercialmente, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os parametros séricos avaliados foram:
ureia, creatinina e magnésio.

Analise dos elementos anormais do sedimento urinario

As amostras de urina foram obtidas por cistocentese, acondicionadas em gelo até
serem recebidas no LABVET/UFRRJ e foram processadas imediatamente apds o
recebimento. Inicialmente foram obtidos 5mL de urina de cada animal, acondicionados
em tubo conicos de vidro e seguiu-se com a analise pelo exame fisico, quimico e
microscopico.

Para 0 exame fisico foram analisados: volume (ml), cor (incolor — variacdes de
amarelo/ vermelho), aspecto (turvo ou limpido) e densidade urinaria (1015-1045). O
volume, cor e aspecto foram avaliados pelo exame visual da amostra e a densidade
urinaria a partir de refratometria. Para 0 exame quimico, avaliou-se pH, glicose, cetona,
nitrito, sangue, proteinas e leucocitos, por meio do uso de tiras reagentes Uriquest Plus
Vet Labtest Diagnostica®. Logo em seguida a urina foi levada até centrifuga Mod. 90-1
Coleman™ a 1500rpm/Sminutos. Apos a centrifugacdo, foi separada uma aliquota de
urina para futura analise bioquimica e logo apds o sobrenadante foi desprezado e o
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sedimento examinado em microscopio Optico em maior aumento (x40). Foram
utilizadas aliquotas de 10ul do sedimento, entre lamina e laminula de 20 x 20mm, com
contagem de no minimo 5 campos (laterais e centro), sem o uso de corantes especificos.
Para tal avaliacdo observou-se a presenca de hemacias, leucocitos, cristais, cilindros,
celulas epiteliais e demais observacdes (presenca de bactérias, goticulas de gordura,
etc.).

Terceira etapa

Nesta etapa foi realizada a distribuicdo dos felinos que integrariam cada grupo.
Essa distribuicdo foi feita de forma aleatéria simples utilizando-se um programa
sorteador de nimeros gratuito (https://sorteador.com.br/sorteador/numeros), no qual o
GE (39 felinos) recebia numeracdo par e o GC (12 felinos) numeracdo impar
(Fluxograma 1).

atos com
nefrolitiase

(sem obstrugio)
[

Avaliagao
uronefrolégica
I )

l Autorizagao do

tutor

| Programa
Exames
.. sorteador de
laboratoriais e
l Sangue I Urina l N° pares N° impares
[
Grupo de Grupo
estudo controle
[
| Tratamento Tratamento
] J
| Nutracéutico Placebo

Fluxograma 1: Delineamento experimental para a formacéo do grupos.

Hoa

Quarta etapa

O tratamento de ambos os grupos foi iniciado (Dia 0) com o GE recebendo a
formulacdo nutracéutica contendo 0s seguintes compostos: acidos eicosapentaenoico -
EPA: 40mg/kg; acido docosahexaenoico - DHA: 25mg/kg; vitamina Kz: 2ug/kg;
resveratrol: 2mg/kg e magnésio quelato: 600ug/kg e o GC recebendo um placebo
contendo apenas um excipiente a base de celulonax E (substéncia farmacologicamente
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inativa usada como veiculo para o principio ativo contido nas formulagcdes em
capsulas). Ambas as formulagfes foram manipuladas em cépsulas e administradas por
Seus respectivos tutores, por via oral, a cada 24 horas, por um periodo de 90 dias para o
GE e de 30 dias para o GC. As administracbes foram realizadas sempre apos a
alimentacdo. Ambos os grupos tiveram aumento na oferta hidrica por meio da adigdo de
mais potes de 4gua ao ambiente e inclusdo de dieta Umida.

Quinta etapa

O monitoramento da eficacia terapéutica de ambos os grupos foi realizado nos
dias 30 para o GC e nos dias 30, 60 e 90 para o GE. Os felinos do GC, ap0s esta etapa,
foram encaminhados para cirlrgico ou para o GE, com prévia autorizacdo de seus
tutores (Fluxograma 2).
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Tratamento Tratamento
clinico cirargico

Fluxograma 2: Delineamento experimental para 0 monitoramento do tratamento.

Statistical analysis

Foram conduzidas analises para avaliar a eficiéncia do uso de nutracéuticos na
reducédo de nefrolitos em gatos:
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Para testar a eficacia do tratamento ao longo do tempo, entre 0s grupos controle
e tratamento, a prevaléncia de nefrolitos nos rins direito e esquerdo e a prevaléncia de
nefrélitos entre as faixas etérias, foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA).

Para testar a relacdo da diminuicdo dos nefrolitos com as concentracfes séricas
de magnesio, creatinina e ureia foram conduzidos testes de correlacéo de Pearson.

Todas as analises foram conduzidas no R (R for Windows 4.0.3) com o auxilio
da interface grafica RStudio (v1.3.1093) e o uso dos pacotes FSA v0.8.31; car v3.0-10;
agricolae v1.3-3 e os gréficos foram construidos com o pacote do R ggplot2 v3.3.2.

Limitation

Em virtude da pandemia viral pelo coronavirus (COVID-19) que se instalou no Brasil e
no mundo, exigindo um isolamento social, 0 numero de felinos e o tempo do estudo
precisaram ser ajustados (reduzidos) comparado ao que havia sido proposto
inicialmente.
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UFRRJ Comissio de Etica no C .' :

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA EFICACIA TERAPEUTICA DE NUTRACEUTICOS NA DISSOLUCAO DOS
NEFROLITOS EM FELINOS (Felis Catus, LINNAEUS, 1758)", protocolada sob o CEUA n© 4278041119 (b oo1687), Sob a responsabilidade
de Vivian de Assuncao Nogueira Carvalho e equipe; rosemar de almeida freitas, Alexandre Jose Rodrigues Bendas; Cristiano
Chaves da Veiga Pessoa; Luciana Martins Correa - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 27/04/2020.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THERAPEUTIC NUTRACETIC EFFICACY IN DISSOLUTION OF FELINE NEPHROLITES (Felis
Catus, LINNAEUS, 1758)", utilizing 70 Cats (males and females), protocol number CEUA 4278041119 (b oo1687), under the
responsibility of Vivian de Assuncdao Nogueira Carvalho and team; rosemar de almeida freitas; Alexandre Jose Rodrigues
Bendas; Cristiano Chaves da Veiga Pessoa; Luciana Martins Correa - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]J) in the meeting of 04/27/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2020 a 05/2023 Area: Medicina E Cirurgia Veterinaria
Origem: Hospital Veterinario da UFRR]

Espécie: Gatos sexo: Machos e Fémeas idade: 6 a 240 meses N: 70
Linhagem: srd ou raca especifica Peso: 4 a20kg

Local do experimento: HOSPITAL VETERINARIO - UFRR] CLINICA PARTICULAR DOM VETERINARIO - Rua Humaité 72, 22261-001 Rio
de Janeiro

Seropédica, 28 de abril de 2020
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR] - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 4278041119



UFRR]J

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL

DO RIO DE JANEIRO PACIENTE:

DATA:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: “Avaliacdo da eficacia terapéutica de nutracéuticos na dissolug¢do dos nefrolitos em felinos (Felis
Catus, LINNAEUS, 1758) atendidos no Servico de Clinica Médica do Setor de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro”.

Nome do animal: Idade: Raca:
Cor pelagem: Sexo: () F () M Pelagem: () Curta () Longa () Subpelo
1. Eu, , por meio deste, certifico que sou

o responsavel pelo animal acima descrito (ou agente autorizado por ele).
Protocolo a ser realizado:

O animal sera submetido a avaliacdo clinica, colheita de amostra de sangue e urina, além de realizacdo de
exame ultrassonogréafico.

2. O veterinario responsavel pelo estudo explicou-me sobre a natureza do estudo, assim como respondeu a
todas as minhas perguntas relativas ao que sera realizado com meu animal.

3. Eu forneci ao veterinario responsavel pelo estudo, de sa consciéncia, todas as informac@es referentes as
medicagdes que foram dadas ao meu animal no ultimo ano.

4. Eu concordo em cooperar com 0 veterinario responsavel pelo estudo, assegurando que seguirei 0
protocolo proposto, embora entenda que estou completamente livre para retirar meu animal do estudo a
gualquer momento. Eu entendo que minha assinatura neste formulario ndo representa uma renincia aos
meus direitos ou aos direitos do meu animal de estimacao.

5. Me comprometo a informar ao veterinario responsavel pelo estudo se meu animal manifestar quaisquer
sinais de anormalidade ou se ocorrer qualquer evento ndo usual, durante as etapas do estudo.

6. Entendo que meu animal precisara realizar revisGes rotineiras solicitadas, bem como devera realizar
novos exames, a fim de concluir os estudos, em datas pré-estabelecidas pelo veterinario responsavel para o
desfecho do estudo.

7. Eu permito voluntariamente a participacdo do meu animal neste estudo. Tendo em vista os itens acima
apresentados, eu, de forma livre e esclarecida manifesto o meu consentimento em que meu animal
participe da pesquisa.

Nome do responsavel (ou representante):
Endereco:
Telefone: Celular: E-mail:

Data:




AsSInatura do lutor

lj,/(v»cvw W e
Vivian de Assuncdo Nogueira Carvalho
Orientadora. Siape: 2606155

%’—’v‘ it

Alexandre José Rodrigues Bendas
Co-orientador. Siape: 3120060

SIS

e AtmEidaErei

Doutoranda
Veterinarios a serem contactados em caso de urgéncia
e Rosemar de Almeida Freitas

Cel: (21) 99882-8638
E-mail: rosemar@-castelobranco.br

¢ Vivian de Assuncao Nogueira Carvalho
Cel: (21) 98607-7519
E-mail: vivianmedvet@yahoo.com.br
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FICHA CLINICA DE ACOMPANHAMENTO DO PACIENTE URO-NEFROPATA

Nome do Tutor: Tel.: E-mail:
Paciente: Esp.: Ragca: Idade:
Clinica de origem: Vet. Resp.:

Ficha n°:

Data: / /

\ A) Historico /Anamnese:

1. Alimentacdo: Racdo ( ) Comidacaseira( ) Ambos( ) Frequéncia:

Tipo de racao: Saco fechado () Granel ( )

2. Apetite: Normorexia () Anorexia ( ) Hiporexia ( ) Apetite caprichoso ( )
3.Vermifugacdo: Né&o () Sim( ) Frequéncia: Produto:

4. Vacinacao: Sim () Néo ( ) Atrasado ( )
Quais Vacinas:

5. Controle de pulgas: Nao( ) Sim( ) Frequéncia: Produto:

6. Controle de carrapatos: Nado () Sim( ) Frequéncia: Produto:

7. Ingestdo hidrica: Normodipsia ( )  Hipodipsia ( ) Polidipsia ()

8. Doengas pré existentes:

9. Historico de doenga na familia?

10. Local de residéncia do paciente?

11. Convive com outros animais? Como esta este animal?

12. Historico de viagem do paciente?

13. Historico reprodutivo?

14. FIV: Sim () Ndo( ) FelV:Sim ( ) Ndo () PIF: Nado( ) Sim( )

15. Historico de alergia a alguma medicacdo: Sim () Ndo( ) Qual(s)?

16. Ja teve alguma doenca do trato urinario? Qual? Qual foi tratamento, dose, intervalo e duracdo?

17. Foi submetido a procedimento cirtrgico? Qual? Teve alguma complicacdo?




18. Foi submetido a terapia anti-neoplasica antes? Qual(s) quimioterapico? Por quanto tempo? Qual neoplasia?

19. Qual protocolo quimioterépico foi utilizado (s)? Quantas sessdes? Intervalo? Dose utilizada?

20. Esta fazendo uso de alguma medicacdo ou fez uso recentemente?

21. Faz preventivo para verme do coracdo? Sim( ) Na&o ( ) Qual?

22. Faz preventivo para leishmaniose? Sim( ) N&o ( ) Qual?

EXAME FISICO

Peso: Mantendo ( ) Perdendo ( )
Desidratacéo (%): T°C:
PASS: N° da bragadeira: Membro:
Score corporal: (1) (2) (3) (4) (B) (6) (7) (8) (9)
OBS:
SISTEMA GASTRINTESTINAL

Mucosas: Normocoradas ( ) Hipocoradas ( ) Congestas () Ciandtica ( )
Halito urémico Sim( ) Néo ( ) Ulceras emcav. oral:  Sim ( ) Ndo ( )
Doenca periodontite: Sim () Néo ( ) Leve () Moderada ( ) Grave ()
Emese: Sim( ) Nio () Frequéncia: Aspecto:
Diarréia: Sim () Nédo ( ) Frequéncia: Aspecto:
OBS:

SISTEMA CARDIORESPIRATORIO
FR: Ruidos: Sim( ) N&o ( ) Inspiratorio ( ) Expiratério( ) Ambos ( )
FC: Sopro:  Sim () Néo () Grau:

Tosses: Sim () Néo ()

Espirros: Sim () Ndo ()

SISTEMA GENITURINARIO

Dor & palpacéo renal: Sim( ) Nao( ) RD: () RE: ()

- Frequéncia de micgdo:

- Coloragdo da urina:

- Odor:

OBS:




SISTEMA REPRODUTIVO

Esterelizado (a): Sim ( ) Nao ( ) Idade na ocasido:

TERAPEUTICA INSTITUIDA

ALTERACOES LABORATORIAS

OBSERVACOES




TERMO DE COMPROMISSO E SIGILO DA BANCA EXAMINADORA

Considerando a apresentacdo em 11 de fevereiro da tese de doutorado intitulada “Avaliacdo da
Eficacia Terapéutica de Nutracéuticos na Dissolucdo de Nefrolitos em Felinos (Felis catus,
Linnaeus, 1758)”, de autoria de Rosemar de Almeida Freitas, trabalho de Concluséo do Curso de
P6s Graduacdo em Medicina Veterinaria (Patologia e Ciéncias Clinicas), elaborada em funcéo de
pesquisa realizada no(a) Hospital Veterinario de Pequenos Animais, do Departamento de Patologia
e Ciéncias Clinicas do Instituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, sob orientacdo da Professora Dr? Vivian de Assuncdo Nogueira Carvalho e co-orientagédo
do Professor Dr. Alexandre José Rodrigues Bendas.

Considerando que o objeto do trabalho apresentado ird gerar requerimento de protecdo patentaria
correspondente;

Declaro que me comprometo em manter sob sigilo absoluto todas as informacdes técnicas contidas
no trabalho em questdo, ndo as divulgando de qualquer forma a terceiros, bem como me
comprometo a ndo utilizar as informacGes em questdo sendo para analise do trabalho a ser
apresentado.

Rio de Janeiro, 25de _janeiro  de 2021,
Nome: ..arolina Franchi Jodo Gardilll |
Laboratorio: . Hospital Veterinario - UFU

DEPAITAMENTO: ..iiiiiiii ittt e nes
. Faculdade de Medicina Veterinaria - Universidade Federal de Uberlandia - UFU
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TERMO DE COMPROMISSO E SIGILO DA BANCA EXAMINADORA

Considerando a apresentacdo em 11 de fevereiro da tese de doutorado intitulada “Avaliacdo da
Eficacia Terapéutica de Nutracéuticos na Dissolucdo de Nefrolitos em Felinos (Felis catus,
Linnaeus, 1758)”, de autoria de Rosemar de Almeida Freitas, trabalho de Concluséo do Curso de
P6s Graduacdo em Medicina Veterinaria (Patologia e Ciéncias Clinicas), elaborada em funcéo de
pesquisa realizada no(a) Hospital Veterinario de Pequenos Animais, do Departamento de Patologia
e Ciéncias Clinicas do Instituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, sob orientacdo da Professora Dr? Vivian de Assuncdo Nogueira Carvalho e co-orientagédo
do Professor Dr. Alexandre José Rodrigues Bendas.
Considerando que o objeto do trabalho apresentado ird gerar requerimento de protecdo patentaria
correspondente;
Declaro que me comprometo em manter sob sigilo absoluto todas as informacdes técnicas contidas
no trabalho em questdo, ndo as divulgando de qualquer forma a terceiros, bem como me
comprometo a ndo utilizar as informacGes em questdo sendo para analise do trabalho a ser
apresentado.

Rio de Janeiro,29de _janeiro  de 2021.

Nome: Flavya Mendes de AIMeIda . .oooooooeeeeeseseeeeesesssees oo

LabOTALONIo: NI oo es e es e
Patologia e Clinica Veterinaria

DA tamME Nt L. o e e
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Considerando a apresentacdo em 11 de fevereiro da tese de doutorado intitulada “Avaliacdo da
Eficacia Terapéutica de Nutracéuticos na Dissolucdo de Nefrolitos em Felinos (Felis catus,
Linnaeus, 1758)”, de autoria de Rosemar de Almeida Freitas, trabalho de Concluséo do Curso de
P6s Graduacdo em Medicina Veterinaria (Patologia e Ciéncias Clinicas), elaborada em funcéo de
pesquisa realizada no(a) Hospital Veterinario de Pequenos Animais, do Departamento de Patologia
e Ciéncias Clinicas do Instituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, sob orientacdo da Professora Dr? Vivian de Assuncdo Nogueira Carvalho e co-orientagédo
do Professor Dr. Alexandre José Rodrigues Bendas.

Considerando que o objeto do trabalho apresentado ird gerar requerimento de protecdo patentaria
correspondente;

Declaro que me comprometo em manter sob sigilo absoluto todas as informacdes técnicas contidas
no trabalho em questdo, ndo as divulgando de qualquer forma a terceiros, bem como me
comprometo a ndo utilizar as informacGes em questdo sendo para analise do trabalho a ser
apresentado.

Rio de Janeiro, _ de de 20__.

Nome: MAliHA . COIGUEITA DLAIE ..ccvevverevereeeseseeses e seesesreresesesesesessessee
Laboratério:  Laboratdrio de Patologia Animal
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
VICE-REITORIA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a discente Rosemar de Almeida Freitas, aluna do

Curso de Medicina Veterinaria — Patologia e Ciéncias Clinicas/PPGMV, nivel de doutorado,

protocolou em 12 de junho de 2019 solicitagdo de deposito de pedido de patente relativa a

sua tese de Doutorado. Desde essa data, portanto, o pedido vem sendo analisado, estando em

fase de organizagio de documentagio, para posterior depodsito no INPI- Instituto Nacional de
Propriedade Industrial.

Dessa forma, destaco que ¢ imprescindivel que nao seja divulgada nem publicada

qualquer parte deste material pelo periodo de 1 (um) ano até que o pedido de patente
seja depositado.

Atenciosamente,

Cristina Cunha Santos
Secretaria Executiva
Vice-reitoria
SIAPE: 1809048
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