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cada passo- que dei nestow e ouwtras trajetorvias temv muito- dela!

Sempre seremos wna s6- alima!
Aoy animadis.

"Pensando bem... Ser veterinario ndo é s6 cuidar de animais. E,
sobretudo, ama-los, ndo ficando somente nos padroes éticos de uma ciéncia
meédica. Ser veterinario é acreditar na imortalidade da natureza e querer
preserva-la sempre mais bela. Ser veterinario ndo é sé ouvir miados, mugidos,
balidos, relinchos e latidos, mas principalmente entendé-los e amenizé-los. E
gostar de terra molhada, de mato fechado, de luas e chuvas. Ser veterinario é
ndo importar se os animais pensam, mas sim que sofrem. E dedicar parte do
seu ser & arte de salvar vidas. Ser veterinario é aproximar-se de instintos. E
perder medos. E ganhar amigos de pelos e penas, que jamais irdo decepciona-
lo. Ser veterinério é ter 6dio de gaiolas, jaulas e correntes. E perder um tempo
enorme apreciando rebanhos e voos de gaivotas. E permanecer descobrindo,
através de animais, a si mesmo. Ser veterinario é ser o unico capaz de
entender rabos abanando, arranhées carinhosos e mordidas de afeto. E sentir
cheiro de pelo molhado, cheiro de almofada com esséncia de gato, cheiro de
baias, de curral, de esterco. Ser veterinario é ter coragem de entrar num mundo
diferente e ser igual. E ter capacidade de compreender gratidées mudas, mas
sem duvida alguma, as Unicas verdadeiras. E aliviar olhares, é lembrar de seu
tempo de crianca e querer levar para casa todos os cdes vadios e sem dono.
Ser veterinario é conviver lado a lado com ensinamentos profundos de amor e

vida".

(Autor Desconhecido)
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SANTAROSA, B.P. Avaliacéo clinica, laboratorial e anatomopatoldgica do
sistema urindrio de ovinos confinados com e sem suplementacdo de
cloreto de amonio. Botucatu, 2015. 87p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

Na ovinocultura, a incidéncia da urolitiase € elevada, principalmente em
machos criados sob manejo intensivo. A acidificagdo urinaria com cloreto de
aménio é um método eficiente para prevengdo dessa doenga. Os objetivos
deste estudo com ovinos confinados recebendo dieta concentrada com elevado
teor proteico, suplementados ou ndo com cloreto de aménio, foram: verificar o
efeito da dieta fornecida no confinamento, rica em concentrado, sobre a
formacdo de urdlitos e desenvolvimento de urolitiase obstrutiva; analisar as
caracteristicas macroscopicas e histopatologicas do sistema urinario; relacionar
os achados clinicos, os exames laboratoriais de fungdo renal (ureia e
creatinina) e necroscopicos com a presencga de urdlitos. Utilizaram-se 60 ovinos
machos, mesticos lle de France X White Dorper, com trés a quatro meses de
idade, distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo | (n=40), que recebeu
400mg/kg de cloreto de amédnio/animal/dia, por via oral, por 42 dias
consecutivos; Grupo |l (n=20), n&do tratado com cloreto de amébnio. A
alimentacao constituiu-se de 85% de concentrado, 15% de feno, sal mineral e
agua a vontade. Momentos (M) de avaliagao clinica e colheita de sangue para
dosagem sérica de ureia e creatinina foram determinados como: MO,
imediatamente antes do inicio do experimento e em intervalos de sete dias nos
momentos M1; M2; M3; M4; M5 e M6, totalizando 56 dias de confinamento.
Apés o periodo de confinamento, os animais foram sacrificados, realizou-se
necropsia e o sistema urinario foi colhido para exame macro e microscopico.
Os animais foram observados diariamente para verificar a incidéncia de
urolitiase nos dois grupos, durante todo o periodo experimental, porém nenhum
animal apresentou sintomatologia de urolitiase obstrutiva. Os valores da
concentragdo seérica de creatinina estiveram abaixo e os valores de ureia

ficaram acima do padrdo de normalidade para a espécie. Encontraram-se



microcalculos na pelve renal em cinco animais de ambos os grupos. Além
disso, outras alteragdes foram encontradas como congestédo da regido medular
renal e hidronefrose. As lesdes renais microscopicas com maior predominancia
e relevancia foram congestao vascular e necrose tubular em ambos os grupos
experimentais, além de sinéquias glomerulares, degeneracdo e dilatagao
tubular, presengca de proteina na luz tubular e infiltragdo de células
inflamatorias mononucleares. A analise histopatoldégica da bexiga revelou
apenas congestao e infiltrado inflamatério em poucos animais. Concluiu-se que
a dieta rica em concentrado provocou lesédo renal em ambos os grupos,
embora n&o tenha alterarado a funcdo renal. Os animais do Gll, ndo
suplementados com cloreto de aménio, tiveram maior comprometimento renal
pelo consumo da dieta rica em grdaos ao exame histopatolégico renal,

comprovado pela alta incidéncia de necrose tubular (80%).

Palavras-chave: acidificante urinario, histopatologia, pequenos ruminantes,

sistema urinario, urolitiase.
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ABSTRACT

The incidence of urolithiasis is high in sheep raising, especially in males raised
under intensive management. The urinary acidification with ammonium chloride
is an effective method to prevent this disease. The objectives of this study with
feedlot lambs getting concentrated diet with high protein content, supplemented
or not with ammonium chloride, were to verify the effect of diet fed in
confinement, rich in concentrated on the formation of uroliths and development
of urolithiasis; analyzing the macroscopic and histopathological characteristics
of the urinary system; relate the clinical findings, laboratory tests of renal
function (urea and creatinine) and necropsy in the presence of uroliths. It was
used 60 male sheep, crossbred lle de France X White Dorper, three to four
months old, randomly divided into two groups: Group | (n=40) received 400
mg/kg of ammonium chroride/animal/day orally, for 42 consecutive days; Group
Il (n=20) was not treated with ammonium chloride. The diet consisted of 85%
concentrate, 15% hay, mineral salt and water ad libitum. Moments (M) for
clinical evaluation and collection of blood for measurement of serum urea and
creatinine were determined as MO, immediately prior to the beginning of the
experiment and at intervals of seven days in moments M1, M2, M3, M4, M5 and
M6, totaling 56 days of confinement. After the confinement period, the animals
were sacrificed, necropsy was performed and their urinary systems were
collected for macroscopic and microscopic examination. The animals were
observed daily throughout the experimental period, but no animal showed
symptoms of obstructive urolithiasis. The values of serum creatinine
concentration were below the standard of normality and the values of urea
remained above it. Microcalculus were found in the renal pelvis of five animals
in both groups. In addition, other changes were found, such as congestion of
the renal medullary region and hydronephrosis. The microscopic renal lesions



with greater prevalence and relevance were tubular necrosis and vascular
congestion in both experimental groups, besides glomerular synechias, tubular
degeneration and dilation, presence of protein in the tubular lumen and
infiltration of mononuclear inflammatory cells. The histopathological analysis of
the bladder revealed only congestion and inflammatory infiltration in a few
animals. It was concluded that a diet high in concentrate caused renal injury in
both groups, although without changing the renal function proven by laboratory
tests of urea and creatinine. The animals of Gll, not supplemented with
ammonium chloride, had greater renal impairment by consumption of a diet rich
in grains to the renal histopathological examination, evidenced by the high

incidence of tubular necrosis (80%).

Key words: urinary acidifier, histopathology, small ruminants, urinary system,

urolithiasis.



1. INTRODUCAO

Desde a década de 1970, o interesse pela producao de ovinos apresenta
aumento gradativo no Brasil. Em 2011, o rebanho efetivo brasileiro de ovinos
era de 17,6 milhdes de cabecas, representando aumento de 1,6% sobre o
numero registrado em 2010. No estado de S&o Paulo, a populagdo ovina é
cerca de 700 mil cabecas, o que reflete a relevancia crescente que esta
especie apresenta na pecuaria paulista, especialmente na produgéo de carne e

comercializagao de material genético (IBGE, 2011).

A intensificacdo da producgao, aliada a comercializacdo de animais de alto
valor genético, acarretou profundas alteragbes no manejo alimentar dos ovinos,
desencadeando o aumento da ocorréncia de doengas nutricionais e
metabdlicas, e entre as principais se destaca a urolitiase (RIET-CORREA et al.,
2008; KANNAN & LAWRENCE, 2010). Considerada como enfermidade de
maior importancia do trato urinario de ruminantes, afeta, particularmente,
machos e causa sérios prejuizos econémicos relacionados a saida prematura
dos animais da reproducdo, gastos com tratamento, morte dos animais
afetados e condenagao da carcaga em abate emergencial (ORTOLANI, 1996;
ANTONELLI et al., 2012; GUIMARAES et al., 2012).

Os melhores resultados sdo obtidos com a prevengao da doenca, antes
que se inicie a formagao do calculo, visando a integridade produtiva do animal
(VAN METRE & FUBINI, 2006; EWOLDT et al., 2008). Para isso, deve-se
conhecer a composigdo quimica dos urdlitos e corrigir todos os possiveis
fatores que podem estar relacionados a sua formacao (FREEMAN et al., 2010).
Dentre os métodos de prevencgao, a acidificacao urinaria com cloreto de amonio
€ uma alternativa eficiente (STEWART et al., 1991, MAVANGIRA et al., 2010;
FERREIRA et al., 2014a).

Ferreira (2009) estudou o efeito da administragdo de cloreto de amobnio e
vitamina C na acidificagdo urinaria em ovinos. Ambos os produtos
apresentaram resultados na acidificacdo, porém foi notoria a eficacia com que
o cloreto de aménio diminuiu o pH da urina, mantendo a acidificagao até o final
do experimento, ao contrario do acido ascorbico que nao estabilizou o pH da

urina abaixo de sete.



Embora a acidificagdo urinaria seja um método preventivo e eficaz para
diminuir a incidéncia da urolitiase obstrutiva, a alimentag&o rica em graos pode
provocar lesdes inflamatérias no trato urinario que, pelo aumento de proteinas
e restos celulares na urina, facilitam a formacdo do nucleo dos urdlitos. Em
animais confinados e destinados ao abate para comercializagdo da carne,
muitas vezes ndo se notam sinais clinicos da urolitiase, pois o tempo para a
terminacdo do animal é curto, porém estudos anteriores (FERREIRA, 2009;
FERREIRA, 2013) mostraram a possibilidade da dieta altamente proteica
ocasionar lesao renal e a formacao de calculos. Assim, este trabalho estudou o
sistema urinario de cordeiros alimentados com alto conteudo de graos

suplementados ou ndo com cloreto de amoénio.



2.  REVISAO DE LITERATURA

A urolitiase obstrutiva é caracterizada por formacédo de calculos no trato
urinario, que impedem o fluxo da urina. E uma doenca amplamente discutida
na literatura, acomete animais e humanos, e se relaciona com o manejo
nutricional em todas as espécies (ROBINSON et al., 2008). Ocorre com maior
frequéncia e importancia econémica em cordeiros, cabritos, garrotes e animais
de elite confinados (ANGUS, 1990; AQUINO NETO et al., 2007). Em ovinos, ha
trabalhos descritos na literatura desde a década de 30 (EVELETH & MILLEN,
1939).

Além da predisposicdo anatdmica do pénis dos ruminantes, a castracao
precoce pode induzir a hipoplasia uretral e peniana, com consequente
diminuicdo do didmetro da uretra (PARKER, 1981; WOLF, 2006; NAVARRE,
2007; JANKE et al., 2009). Todas as ragas de ovinos s&o suscetiveis (VAN
METRE & DIVERS, 2006). Os ovinos da ragca Texel sdo particularmente
eficientes na absor¢ao e excrecdao de minerais, quando comparados com as
racas Sulffok e Blackface, sendo mais predispostos a urolitiase devido a

elevada concentragdo de minerais na urina (GUIMARAES et al., 2012).

A urolitiase ocorre com maior frequéncia em sistemas de manejo
intensivo, em que a dieta é formada basicamente de graos (SOUSA et al.,
2011). Esse alimento, de modo geral, tem elevado teor de fésforo e de
magneésio, mas baixo teor de calcio, dessa forma, a proporgédo de Ca e P varia
de 1:4 a 1:6, enquanto que a relacao ideal seria de 1:1 a 2:1. O desequilibrio
sanguineo de Ca:P resulta em elevada excre¢ao de fésforo pela urina, sendo
importante fator para a génese dos urdlitos (RIET-CORREA et al., 2004;
BELKNAP & PUGH, 2005; FREEMAN et al., 2010). A urina dos ruminantes é
alcalina (pH 7,6 — 8,4), o que torna o fosforo insoluvel, precipitando-o e

formando cristais com o calcio e o magnésio (AQUINO NETO et al., 2007).

Outro aspecto a ser considerado é a quantidade e qualidade da agua
consumida. A pouca ingestdo de agua leva a maior concentracdo da urina,
aumentando a densidade, que pode predispor a doenca. O problema é
agravado em pastagens, onde os animais ndo conhecem 0s acessos a agua,

ou nao ha agua disponivel de boa qualidade, e em confinamentos, onde ha



superlotacédo. A dureza da agua depende de ions presentes, principalmente o
calcio e magnésio, na forma de -carbonato. Autores correlacionaram
positivamente a dureza da agua consumida com a incidéncia da urolitiase
(SAHINDURAN et al., 2007; SACCO & LOPES, 2011).

Sacco & Lopes (2011) estudaram a ocorréncia de urolitiase obstrutiva em
bovinos Guzera provenientes de duas fazendas de criagdo semi-intensiva no
interior paulista, uma com a enfermidade confirmada e outra sem
sintomatologia da doenga. Os bovinos do grupo urolitiase consumiam agua
com dureza total na concentracdo de 166mg CaCOg/L, valor 13 vezes maior
que o observado na fazenda sem sinais da doenca, além da maior
concentracado de fésforo na dieta e relacdo Ca:P inadequada. A concentracao
sérica de magnésio também foi maior no grupo com urolitiase. Packett et al.
(1968) afirmaram que a hipermagnesemia € achado frequente no sangue de

ovinos acometidos por urolitiase.

Os principais fatores que contribuem para o desenvolvimento da urolitiase
sao os que auxiliam o desenvolvimento da matriz organica, aqueles que
facilitam a precipitagao de solutos no nucleo e os que favorecem a concregao
dos sais precipitados para a formacao do calculo (RADOSTITS et al., 2007). A
etiologia do calculo € complexa e multifatorial. Influéncias geograficas e
sazonais, fatores dietéticos, ambientais, hormonais e doencas infecciosas do
sistema urinario tém sido descritas como fatores predisponentes a formacao de
urdlitos (SOUSA et al., 2011.).

A estase urinaria resultante de infecgcdes e processos inflamatérios do
trato urinario favorecem o aparecimento de calculos, pois o acumulo de
proteina e restos celulares alteram o pH da urina, formam compostos salinos
insoluveis, produzem coloides estranhos a wurina (pus e sangue),
proporcionando a formagado do nucleo ou matriz organica (LORETTI et al,
2003). O uso de estrogénio é outro fator predisponente, pois aumenta a
descamacao do epitélio urinario e a produgcdo de muco, favorecendo a
formacgao da matriz organica (RIET-CORREA et al., 2008).

O risco de obstrugéo do fluxo urinario € maior em animais mais jovens e
castrados precocemente devido ao menor didmetro uretral (PARKER, 1981;

ANGUS, 1990). Os locais mais comuns de obstrugdo incluem o processo



uretral (apéndice vermiforme) e a flexura sigmdide distal, embora o trigono
vesical, a bexiga e a pelve renal também sejam locais de grande acumulo de
célculos (RADOSTITS et al., 2007; GUIMARAES et al., 2012).

Os caélculos sdo compostos por uma fragao organica e outra inorganica. A
solubilidade de alguns sais é influenciada pelo pH da urina, sendo que o pH
alcalino favorece a formagao de calculos de fosfato, estruvita e carbonato (SUN
et al., 2010).

Animais confinados sao predispostos a formagao de calculos de fosfato,
pois geralmente recebem dietas ricas em grdos que sao ricos em fosforo
(EMERICK & EMBRY, 1963). O urdlito de magnésio forma-se em dietas que
apresentam teor de magnésio acima de 0,6% da racgdo, principalmente em
substitutos do leite bovino (PACKETT & HAUSCHILD, 1964). Calculos de
carbonato de calcio podem ser formados a partir da ingestdo de plantas com
alto teor de acido oxalico. Esses calculos podem se formar tanto em pH
alcalino quanto acido (BELKNAP & PUGH, 2005; RADOSTITS et al., 2007). O
urdlito de silica é formado quando ha grande eliminagao de acido silicico pelos
rins. Esse tipo de calculo é mais frequente em animais que se alimentam de
plantas que crescem em solos arenosos ou que ingerem agua que contém alto
teor de silica (BAILEY, 1981), sendo de pouca importancia nos animais criados

em regime intensivo.

Animais confinados sao predispostos a formacao de calculos de fosfato,
pois geralmente recebem dietas ricas em grdos com alto teor de fésforo (P) e
baixo tero de calcio (Ca), resultando em desbalango da proporgao Ca:P. Assim,
o animal apresenta hiperfosfatemia e consequentemente eleva a excrecéo
renal de fosfatos (BELKNAP & PUGH, 2005; FREEMAN et al., 2010). A saliva é
importante, também, no metabolismo do fésforo, pois apresenta uma
concentragéo de foésforo 12 a 16 vezes maior do que o sangue. Os ruminantes
removem o fésforo do organismo pela sua excrecao pela saliva e dai para o
ramen e fezes. Normalmente, cerca de 60% do P que chega ao rumen é
proveniente da saliva e os 40% restantes vém da dieta. Dietas altas em
concentrados e baixas em volumosos diminuem a formagédo de saliva, em
consequéncia mais fésforo deve ser eliminado pelo rim e excretado na urina
aumentando o risco de urolitiase (RIET-CORREA et al., 2008).
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No confinamento de animais para produgao de carne, as manifestagdes
clinicas de obstrugéo do trato urinario muitas vezes n&o sao observadas, pois o
ciclo de producdo, compreendido entre o nascimento e abate do cordeiro, &
muito curto (ZUNDT et al., 2002). Ferreira (2013), porém, mostrou que ha
possibilidade da dieta com alto teor proteico causar lesao renal e a formacgao
de calculos por observagdo macroscépica de lesdes no sistema urinario,

especialmente nos rins.

Os primeiros sinais clinicos manifestados pelos animais com urolitiase
obstrutiva estdo relacionados a dor (OEHME, 1965). Os animais que
desenvolvem urolitiase podem apresentar polaciuria, disuria, hematuria, piuria
e hipertermia (GUIMARAES et al., 2012). Os sinais clinicos caracteristicos de
obstrugdo uretral sdo desconforto abdominal, escoiceamento do abdome,
manoteio, balangar da cauda, decubito intermitente com inquietacéo, anorexia,
dificuldade de andar, marcha rigida, podendo estar presente, também, a
exposicao do pénis (WOLF, 2006; NAVARRE, 2007). Geralmente, o animal faz
esforgo para urinar, adotando postura de micgdo, com contracdo espasmadica
do pénis, sendo visivel a movimentagao do prepucio. Pode haver grunhidos e
ranger de dentes. Esses esforgos podem resultar na saida de poucas gotas de
urina, normalmente de coloragdo avermelhada devido a presenga de sangue e
podem predispor ao prolapso retal. A palpacéo retal digital nota-se aumento de
sensibilidade, no local da obstrugao, e pulsacdo da uretra (ORTOLANI, 1996;
THOMPSON, 2001).

Nos casos de necrose da uretra e ruptura da bexiga ha extravasamento
de urina para o tecido conjuntivo da parede abdominal ventral e prepucio ou
cavidade abdominal causando irritagdo do tecido, necrose, reabsorgcédo de urina
e uremia. A ruptura da bexiga com liberagdo de grande volume de urina no
abdome é evidenciada por diminuicdo da dor a principio, e distensdo do
abdome, o qual torna-se abaulado ventralmente ocorrendo em seguida sinais
de desidratagdo e uremia (RIET-CORREA et al., 2008).

Para o diagnostico, o exame clinico pode ser complementado por exames
laboratoriais. Segundo Van Metre & Divers (2006), para que haja insuficiéncia

renal é necessario que, aproximadamente, 75% dos néfrons de ambos os rins
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sejam perdidos, provocando inadequada excrecdo de ureia e creatinina,

proteinuria, glicosuria e aumento da celularidade do sedimento urinario.

A bioquimica sérica revela azotemia pds-renal, que se relaciona a estase
urinaria e consequente reabsorgédo desses compostos (WOLF, 2006). Os niveis
de creatinina plasmatica refletem a taxa de filtragdo renal, de forma que os
altos niveis indicam deficiéncia na funcionalidade renal (COLES, 1984;
KOZLOSKI et al., 2005; KIRSZTAJN, 2007). Os niveis séricos de ureia s&o
influenciados pela nutricdo (BRAUN et al., 2010), visto que a concentragao
sérica e excrecao se elevam com o aumento do teor de proteina da dieta. Em
dietas com baixos niveis de proteina bruta, a maioria da ureia é reciclada e
muito pouco se perde na urina (RABINOWITZ et al., 1973; RENNO et al,,
2000).

Nenhum desses dois testes, no entanto, € sensivel ao diagnostico
precoce de doenga renal devido a grande reserva funcional dos rins. Além
disso, as variacdes da ureia e creatinina ndo sao proporcionais ao numero de
néfrons funcionais. Observou-se, por exemplo, aumento médio de 85% de
creatinina e 140% de ureia apds reducao de duas vezes da taxa de filtragéo
glomerular e obteveram-se valores préximos ao limite maximo do intervalo de
referéncia (LEFEBVRE et al., 1999).

George et al. (2007) estudaram 107 casos de urolitiase em caprinos e
detectaram hipofosfatemia associada a azotemia. Hipocloremia, hipercalemia
e acidose metabdlica foram pouco frequentes, enquanto quadros de alcalose

metabdlica foram mais comuns nos casos de obstrugéo uretral.

Donecker & Bellamy (1982) compararam as alteragdes bioquimicas
sanguineas em bovinos com ruptura de uretra e bexiga devido a urolitiase.
Constatou-se que animais com urolitiase apresentaram azotemia, hiponatremia
e hipocloremia mais acentuadas na ruptura vesical. Hiperfosfatemia foi
evidenciada apenas nos casos de uroperitbneo. O hemograma pode revelar
desidratacdo com hemoconcentracdo e sinais de inflamagdao, como
hiperfibrinogenemia e leucocitose com neutrofilia (NAVARRE, 2007; HUNTER
et al., 2012).
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Outros exames complementares de imagem, como radiografia,
ultrassonografia (KINSLEY et al., 2013) e tomografia computadorizada
(FREITAS et al., 2004) podem auxiliar no diagnéstico, confirmando a presenca
de urdlitos nos rins, ureter, bexiga, e uretra. Dessa forma, pode-se intervir
precocemente, pois a doenga torna-se letal quando gera obstrugao total da
uretra (PALMER, 1998). Calculos de estruvita n&o sao visiveis na radiografia, ja
os urolitos de carbonato de calcio sdo radiopacos e sédo detectados (WOLF,
2006; KANNAN & LAWRENCE, 2010). Técnicas de imagem com contraste
também podem ser aplicadas, como a uretrocistografia, que permite a
identificacdo de possivel obstrugcdo total da uretra, ruptura uretral e até o
diagnostico de ruptura de bexiga, caso o contraste extravase para o
subcutdneo e para a cavidade abdominal (PALMER, 1998; KINSLEY et al.,
2013).

O exame ultrassonografico renal pode mostrar alteragbes de
ecogenicidade do 6rgéo, sugerindo outros problemas, como nefrite intersticial,
pielonefrite e hidronefrose (SCOTT, 2012). Pode-se visibilizar bexiga repleta de
urina, em casos de obstrugdo uretral, ou até liquido livre na cavidade
abdominal em casos de ruptura vesical. Nem sempre se consegue identificar a
presenga de calculos devido a ecogenicidade do material (WOLF, 2006;
SCOTT & SARGISON, 2010; FERREIRA et al., 2014b).

A urolitiase obstrutiva, em pequenos ruminantes, ainda € um problema de
dificil tratamento e, quando se consideram resultados em longo prazo, o
tratamento cirurgico torna-se imprescindivel (HAVEN et al., 1993; VAN METRE
et al.,, 1996). O tratamento utilizado depende do estagio da doencga, da
natureza e extensdao dos calculos presentes, da fungdo do animal e,
frequentemente, das questbes financeiras. Quando a intervengdo cirurgica
torna-se necessaria, caso haja interesse de se manter o animal por longos

periodos, o prognéstico varia de reservado a mau (DORIA et al., 2007).

O animal com urolitiase obstrutiva deve ser tratado como emergéncia
(ERMILIO & SMITH, 2011). A primeira tentativa no tratamento da urolitiase
pode ser realizada com o uso de relaxantes musculares, sendo que o objetivo
primario do atendimento ao paciente obstruido é restabelecer o fluxo urinario. A

hioscina, associada a dipirona, pode ser utilizada como relaxante e analgésico,
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enquanto a xilazina deve ser evitada pela acao diurética. A acepromazina € o
sedativo de escolha, pois tem melhor efeito antiespasmddico na uretra
(NAVARRE, 2007).

A amputacao do processo vermiforme deve ser feita antes da sondagem,
pois se consegue restaurar o fluxo de urina em cerca de 70% dos pacientes,
quando a obstrugdo for proxima a glande (BELKNAP & PUGH, 2005). A
amputacdo do processo uretral associada a farmacos pode promover alivio
temporario, em no maximo 36 horas (HAVEN et al., 1993), no entanto deve-se
monitorar o fluxo urinario do animal, pois € comum haver obstru¢gado secundaria
na flexura sigmoide e a taxa de recorréncia chega a 80% (PEARCE et al.,
2003; VAN METRE & FUBINI, 2006; DORIA et al., 2007; FRANZ et al., 2008).
Além disso, deve-se corrigir o desequilibrio hidroeletrolitico do animal apos
desobstrucdo. Recomenda-se associar o uso de antibiéticos de amplo espectro
de acdo de forma profilatica e anti-inflamatérios nao esteroides, importantes
para controle da dor e redugdo dos sinais de inflamacdo (NAVARRE, 2007;
EWOLDT et al., 2008).

Janke et al. (2009) relataram o uso de uma solugao acidificante (pH 4,5)
para o tratamento de 25 casos de urolitiase em caprinos, chamada Walpole,
cuja composigao é de 1,16% de acetato de sddio, 1,09% de acido acético e
97,75% de agua destilada. Esse produto tem sido usado para dissolugao de
calculos de estruvita presentes no sistema urinario em varias espécies
(NAVARRE, 2007; JANKE et al., 2009), porém os autores ndo conseguiram
comprovar sua eficacia isolada nos animais estudados, visto que outros
tratamentos foram utilizados, como administracdo de flunixin meglumine,

dexametasona, cloreto de aménio e antibidticos.

Alguns casos tém indicagao cirurgica para manter a vida do animal, mas é
muito provavel a sua inutilizacdo para a reproducdo. A uretrotomia, com
posterior desobstrucdo da uretra, a uretrostomia perineal ou a cistotomia com a
implantacdo de sonda temporaria podem ser utilizadas para a manutengao do
fluxo urinario (HAVEN et al., 1993; VAN METRE et al., 1996; RAKESTRAW,
1995; PEARCE et al., 2003; DORIA et al., 2007; EWOLDT et al., 2008; FAZILI
et al., 2010; KINSLEY et al., 2013; TOBIAS & VAN AMSTEL, 2013).
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Cirurgias por laparoscopia ja sdo bem estabelecidas na rotina de bovinos
€ equinos, porém seu uso em pequenos ruminantes € limitado as biotécnicas
de reprodugcdo, como inseminagao artificial e transferéncia de embrido
(HUNTER et al.,, 2012). Franz et al. (2008) avaliaram laparoscopia para
implantacédo de cateter na bexiga pelo flanco direito em carneiro e constataram
que essa técnica deve ser considerada como uma alternativa a laparotomia.
Hunter et al. (2012) descreveram a técnica de marsupializagdo da bexiga por
laparoscopia em casos de obstrugcdo uretral recorrente, apos uretrostomia

perineal em caprino.

Em vista da dificuldade de tratamento e das complicacbes da urolitiase,
que levam, principalmente, a inutilizacdo do macho para a reprodugao e,
consequentemente, a perda de grandes valores genéticos e econbémicos, a

doenca deve ser prioritariamente prevenida (FERREIRA, 2009).

Os melhores resultados sao obtidos com a prevencdo da doenca diante
da alta letalidade, antes que se inicie a formacdo do calculo, visando a
integridade produtiva do animal (EWOLDT et al., 2008). Para isso, deve-se
conhecer a composigao quimica dos urdlitos e corrigir todos os possiveis
fatores que podem estar relacionados com a sua formagao. O principal fator
que deve ser corrigido € a relagado Ca:P da dieta, evitando, assim, o excesso de
fésforo na wurina. Os animais ndo devem sofrer restricbes hidricas,
principalmente quando em locais estranhos, logo apods periodos de viagem.
Suplementacgao alimentar de cloreto de sédio em torno de 2 a 5% da dieta total
auxilia na prevengado da urolitiase, pois aumenta o consumo de agua
provocando diurese (STRATTON-PHELPS & HOUSE, 2004; RIET-CORREA et
al., 2008).

Animais confinados, que estiverem com deficiéncia de vitamina A, podem
ser suplementados, o que evita a descamacao excessiva do epitélio das vias
urinarias (RADOSTITS et al., 2007), porém Lindley et al. (1953) nao
observaram interferéncia da vitamina A na incidéncia de urolitiase em

carneiros.

O retardo na castracdo deve ser considerado, pois favorece maior
didmetro da uretra, o que facilita a excre¢cao de calculos menores (PARKER,
1981; VAN METRE & DIVERS, 2006). Sabe-se, porém, que na rotina de
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confinamento de cordeiros ndo se adota esse procedimento, visto que os
animais s&o abatidos precocemente (PIRES et al., 2000; PRADO et al., 2013).

Dentre os métodos de prevencgao, a acidificacao urinaria com cloreto de
amonio (STEWART et al., 1991; MAVANGIRA et al., 2010; FERREIRA et al.,
2011) e vitamina C (NAVARRE, 2007) € uma alternativa eficiente. Pode ser
realizada com a administracdo de dieta anionica (GOMIDE et al., 2004; DEL
CLARO et al., 2005; JONES et al., 2009) e o uso de substancias que induzem
a diminuicdo do pH urinario. O cloreto de amobnio pode ser utilizado na
prevencdo de urdlitos de estruvita e fosfato de calcio, que séao,
preferencialmente, formados por pH alcalino (CROOKSHANK, 1970;
STEWART et al., 1991; MAVANGIRA et al., 2010). Ele pode ser adicionado na
alimentagao para tornar-se palatavel em 0,5% a 1,0% da dieta total ou 2% no
concentrado (STRATTON-PHELPS & HOUSE, 2004). Quando administrado
individualmente pode-se utilizar a dose de 5 a 10g/animal/dia (BELKNAP &
PUGH, 2005; NAVARRE, 2007). Mavangira et al. (2010) obtiveram pH urinario
menor 6,5 em caprinos com dose de 450mg/kg/PV de cloreto de aménio/dia, ou
2,25% da ingestao de MS.

Ferreira et al. (2014a) utilizaram a dose de 400mg/kg/animal/dia de
cloreto de aménio e avaliaram a acédo desse produto sobre o equilibrio acido-
basico e eletrolitico de ovinos confinados. A acidificagao urinaria foi mantida
enquanto houve a administracédo junto a dieta total. Os valores de Na* e K*
permaneceram dentro da normalidade para a espécie. O cloreto de amoénio
provocou acidose metabdlica hiperclorémica compensada, comprovada pelos
valores reduzidos de HCOSJ", EB e SID, pelos valores elevados de CI" e pelo pH
sanguineo normal. Concluiu-se que o cloreto de amoénio, apesar de provocar
diminuicdo da reserva alcalina no organismo, nao interferiu com o
desenvolvimento dos animais, podendo ser empregado como agente

preventivo da urolitiase obstrutiva em ovinos.

A adicdo de cloreto de amébnio na dieta vem sendo utilizada para
acidificagcao urinaria em varias espécies, como caes, gatos, caprinos, bovinos,
ovinos e equinos (CROOKSHANK, 1970; MAVANGIRA et al., 2010), além de
ser empregado no estudo de urolitiase, como modelo experimental para
humanos, em ratos (FAN et al., 1999; TOUHAMI et al., 2010).
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Fan et al. (1999) avaliaram os efeitos do fornecimento de cloreto de
amonio em ratos com urolitiase induzida experimentalmente com etileno glicol.
Foi detectado cristaluria nos animais de laboratorio com ingestdo de 0,75% do
produto na alimentagdo, com maior excrecao de oxalato de calcio, além da
acidificacao urinaria. Esse fato concorda com as citacbes de maior excrecao
urinaria de calcio em animais suplementados com esse acidificante (TAKAGI &
BLOCK, 1991; STRATTON-PHELPS & HOUSE, 2004; JONES et al., 2009).

Touhami et al. (2010) também realizaram a indugao de urolitiase em ratos
com etileno glicol (EG - 0,75%) e cloreto de amdnio (AC - 2%) na agua, como
modelo experimental, porém, estudaram a prevencdo da doenca com a
administracado de suco de limado com a dose de 6uL/g/PV. Os animais apenas
tratados com EG/AC tiveram maior excrecdo de calcio comparado ao grupo
controle, sendo que os animais tratados com EG/AC, 75% e 100% de suco de
limdo nao apresentaram deposi¢cdo de calcio na analise histopatolégica dos
rins. Concluiram, portanto, que o suco de limao, promovendo acidificacao da

urina, preveniu a urolitiase nos animais estudados.

O cloreto de aménio induz acidose e diurese transitéria por ser absorvido
pelo trato gastrointestinal e ser convertido no figado em ureia e acido cloridrico
(HCI), pela ornitina. No lumen intestinal, os ions de hidrogénio (H) e o cloreto
(CI') podem ser absorvidos ou excretados, necessitando de ions bicarbonato
(HCO3) para neutralizar esses ions. O ClI" age com um doador de H,
provocando acidose metabdlica. O H* é excretado diretamente pelos tubulos
renais para compensar a acidemia, produzindo urina acida ou se combina com
o HCO3™ para formar acido carbénico, que se dissocia em H,0 e CO,. O CO;,
entao, é expirado, restando o CI" e a ureia, que provocam diurese osmotica,
com o cloreto sendo excretado como um sal com o sodio (Na) e volume
equivalente de agua (TATON, 1984; JONES et al., 2009; BEREND et al.,
2012).

A utilizagdo do cloreto de aménio na preveng¢ao do calculo de silica &
controversa. Radostits et al. (2007) afirmaram que nao ha influéncia desse
composto na prevencgao de urolitiase por silica, no entanto Stewart et al. (1991)

obtiveram bons resultados, em experimento controlado, com ovinos
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alimentados com dieta basica de 50% de feno e 50% de aveia, contendo 3,3%

de 6xido de silica.

A vitamina C (acido ascorbico) é citada pela literatura com resultados
satisfatorios quando administrados de 3 a 4mg/kg/dia (BELKNAP & PUGH,
2005; NAVARRE, 2007), embora tenha sido comprovado que o pH urinario néo

permanece constantemente acido com seu uso (FERREIRA, 2009).

Na necropsia, os achados macroscopicos renais mais frequentes sao
pielonefrite e hidronefrose, sendo também encontrados nefrite difusa,
pielonefrite supurativa e urdlitos. Nos ureteres, pode haver inflamagao e
hidroureter. Na bexiga, geralmente, encontra-se cistite hemorragica difusa e a
presenga de urolitos. Podem-se constatar alguns casos de cistite purulenta,
presenca de focos necroéticos e ruptura vesical. Na uretra, a presenca de
calculos e a uretrite hemorragica difusa sao achados de maior ocorréncia,
encontrando-se uretrite purulenta e necrosante, além de casos de ruptura
(GUIMARAES et al., 2012).

Diretamente ligados a localizagcdo anatémica dos urdlitos estao os tipos
de lesbes secundarias ou consequéncias observadas no trato urinario.
Consequéncias potenciais da urolitiase sdo danos ao endotélio tubular,
infeccdo e obstrugdo do sistema urinario (ILKENMANN et al., 2012a). A cistite
ocorre porque urodlitos agridem mecanicamente a mucosa, o que leva a erosao,
ulceracdo e hemorragia, e predispde a invasao bacteriana da lamina proépria
(MAXIE & NEWMAN, 2007). Necrose local por pressao, ulceragdo da mucosa
uretral e uretrite hemorragica também sao achados frequentes (NEWMAN et al.
2007).

A obstrugcao completa do fluxo em associagao a infecgao do trato urinario
pode resultar em rapida destruicdo do parénquima renal, caracterizando quadro
de pielonefrite. Se a lesdo progredir e afetar ambos os rins, podera ocorrer
uremia por insuficiéncia renal (ILKENMANN et al., 2012b). Histologicamente,
observa-se infiltrado neutrofilico no tecido intersticial na fase aguda; em
seguida, esse ¢é substituido por infiltrado mononuclear, com macrofagos,
plasmdcitos e, posteriormente, linfécitos. O foco inflamatério, por fim, é trocado

por cicatriz, caracterizada por atrofia dos tubulos, fibrose intersticial e infiltragao
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linfocitica, que se parece com aquelas produzidas por isquemia ou outras
formas de lesdo renal (MAXIE & NEWMAN, 2007).

Touhami et al. (2007) observaram, pela analise histopatologica, a
deposigcao de cristais de oxalato de calcio e formagao de calculos nos rins de
ratos, porém os animais que receberam cloreto de aménio e suco de limao nao

apresentaram alteragdes nas células tubulares renais.

Loretti et al. (2003) descreveram presencga de urolitos obstruindo a uretra
na porcao distal da flexura sigmoide, ruptura da bexiga com extravasamento de
urina para a cavidade abdominal e peritonite fibrinosa difusa em bovinos
confinados e castrados. Ja no relato de Assis et al. (2009), foram visualizados
calculos no rim direito, na flexura sigmoide peniana e na saida da bexiga para a

uretra, de garrotes n&o castrados.

Silva et al. (2008) descreveram os achados post-mortem de urolitiase em
garrote Nelore n&do castrado. Os rins apresentavam-se aumentados, com a
capsula espessada e areas de coloragdo avermelhada. A bexiga estava
distendida com coloragdo vermelho escuro e areas enegrecidas na serosa. A
mucosa vesical apresentava-se cinza escura, a urina era avermelhada e
continha calculos arenosos. A uretra estava dilatada com presencga de calculos
do mesmo aspecto dos existentes na bexiga. Através do exame histopatoldgico
foi evidenciada nefrite intersticial. Observou-se extensa area de hemorragia
intersticial, necrose tubular, presenca de trombos e degeneragao glomerular. A
bexiga apresentou cistite ulcerativa associada a hemorragia. Foram
observados destruicdo da mucosa e hemorragia profusa da parede do 6rgéao,
infiltrado inflamatoério, congestdo da submucosa e afastamento das fibras

musculares.

Oliveira et al. (2013) também relataram um caso de ruptura uretral
peniana em um touro Nelore. Havia necrose dos tecidos adjacentes a uretra e
hemorragia. Os ureteres estavam dilatados. Nos rins, havia multiplas areas
brancas nao delimitadas da medula a regido cortical. Na superficie de corte dos
rins, foi evidenciada dilatacdo multifocal dos calices renais, alguns deles
repletos por calculos urinarios de diversos diametros. Descreveram-se areas
focalmente extensas de intenso infiltrado inflamatdrio intersticial composto

principalmente por linfocitos, além de raros plasmécitos e macréfagos na
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cortical renal. Nessas areas, também havia fibrose periglomerular e peritubular
com esclerose de ambos, além de dilatagcdo acentuada de tubulos e acumulo
de material proteinaceo no interior. Na regido medular, observou-se deposigéo
de colageno intersticial. Na microscopia da uretra peniana, notou-se necrose de
coagulagdo difusa acentuada da mucosa e submucosa com hemorragia e

discreto infiltrado inflamatério neutrofilico.

Déria et al. (2007) descreveram varios casos de urolitiase obstrutiva em
pequenos ruminantes. Apds desobstrugao das vias urinarias de um caprino, o
animal voltou a apresentar apatia e hipotermia, veio a ébito e foi verificada a
presenca de calculos obstruindo a uretra novamente. Ao exame necroscopico,
foram observados tumefagcdo e acumulo de liquido nos tecidos subcutaneos da
regidao perineal e abdome ventral, além da presenca de 2L de liquido
sanguinolento com odor de urina na cavidade abdominal. A bexiga apresentava
regides de ruptura de serosa e evaginagdo da mucosa e havia a presencga de
multiplos calculos em seu interior. O rim direito apresentava consisténcia
levemente amolecida e tamanho reduzido em relagdo ao rim esquerdo, o qual
apresentava-se congesto. O ureter direito estava envolvido por tecido adiposo
entremeado por tecido gelatinoso, evidenciando edema. A mucosa dos
ureteres apresentava area hemorragica de 2cm, localizada em seu tergo
médio. A microscopia foram observados, nos rins, edema glomerular,

degeneracdo tubular e presenca de colénias bacterianas (DORIA et al., 2007).

Os achados de necropsia de um bovino Nelore, acometido por urolitiase
obstrutiva, foram bexiga com urina turva, com desprendimento da serosa,
espessamento da parede e mucosa hemorragica. Calculos foram visualizados
no rim direito, na uretra da flexura sigmoide e na saida da bexiga para a uretra.
Os achados histoldgicos revelaram tumefagao das células epiteliais dos tubulos
renais (ASSIS et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo com ovinos confinados recebendo dieta
concentrada com elevado teor proteico, suplementados ou n&o com cloreto de

amonio, foram:

- Verificar o efeito da dieta fornecida no confinamento, rica em
concentrado, sobre a formacdo de urdlitos e desenvolvimento de

urolitiase obstrutiva;

- Analisar as caracteristicas macroscopicas e histopatologicas do

sistema urinario;

- Relacionar os achados clinicos, os exames laboratoriais de funcao

renal (ureia e creatinina) e necroscépicos com a presenca de urdlitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e ambiente de experimentacao

Utilizaram-se 60 ovinos machos, nédo castrados, higidos, mesticos das
racas lle de France X White Dorper, com trés meses de idade. Os animais
foram divididos em dois grupos, sendo que foi calculado o tamanho amostral de

40 animais para o Grupo | (Gl) e 20 animais para o Grupo Il (Gll).

Os ovinos foram adquiridos de propriedade localizada no municipio de
S&o Manuel-SP. Os cordeiros nasceram na pastagem, onde permaneceram
junto com as ovelhas em tempo integral até 15 dias de idade. Depois disso
foram confinados com disponibilidade de creep-feeding (20% PB e 75% NDT) e
silagem de milho. A partir desta idade, realizou-se mamada controlada, quando
as ovelhas eram submetidas ao manejo semi-intensivo, ficando a pasto durante
o dia e recebendo suplementagdo de racdo e silagem de milho a noite junto
com os cordeiros. Esse manejo foi mantido até os cordeiros atingirem cerca de
20kg, com 70 a 90 dias de idade, quando foram desmamados. Em seguida
foram transportados para o inicio do experimento, com peso médio inicial de
22kg.

Antes do inicio do experimento, todos os animais receberam vermifugo'
(Moxidectina 1% injetavel) e vacina contra Clostridioses®. Depois disso, foram
adaptados ao ambiente por 14 dias, alocados em baias coletivas de 4,0m x
3,0m (10 animais/baia) localizadas no Hospital Veterinario da FMVZ/UNESP-
Botucatu. Todos os animais estiveram no mesmo ambiente em condi¢cdes
iguais de temperatura, umidade do ar e luminosidade. O piso de cimento da
baia era revestido com maravalha, que era trocada, semanalmente, apos

lavagem e higienizagdo das baias com solu¢gdo de aménia quaternaria.

A alimentagao consistiu em racao total composta por 85% de racao
comercial balanceada para terminagao de cordeiros (milho, soja e trigo) e 15%

de feno triturado de Coast-cross (cultivar Cynodon dactylon), fornecida em

! Cydectin®, Fort Dodge, Campinas-SP;
2 Sintoxan Polivalente®, Merial, Campinas-SP
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0,6m de cocho/animal. Forneceu-se sal mineral®, em cocho separado, e agua
ad libitum. A agua era proveniente da SABESP (Companhia de Saneamento
Basico do Estado de Sao Paulo) e era colocada, manualmente, duas vezes ao

dia, em cocho de plastico de 100L.

A racao total foi fornecida a vontade, de forma farelada, favorecendo a
mistura e homogeneizagdo com o cloreto de amoénio (CA), que era adicionado
a alimentacao no cocho. Para o calculo do volume de CA, estabeleceu-se peso
meédio, a partir de pesagem semanal em balanca, para o lote de animais de
cada baia do Grupo Gl, utilizando-se a dose de 400mg/kg/PV. Pela manha3,
para garantir o consumo adequado de CA, limpava-se o cocho para retirar
sobras do dia anterior e se fornecia pequena quantidade de racdo total
contendo a dose de CA para todos os cordeiros. Aguardava-se, portanto, o
tempo necessario para que 0s animais ingerissem a ragao suplementada com

CA e somente depois disso que era adicionada racéo a vontade.

Para a seguranga experimental, a ragao total foi submetida a analise
bromatolégica e foi caracterizada pelos seguintes niveis em matéria seca (MS):
20,34% de proteina bruta, 2,37% de extrato etéreo, 6,12% de fibra bruta e
4,41% de minerais. Realizou-se, também, analise dos minerais da racio total
utilizada no experimento, e as dosagens de caélcio e fosforo foram de 4130ppm
e 5515ppm de MS, respectivamente, o que resultou propor¢ao Ca: P de 1:1,33.
O consumo médio diario foi de 3% do peso vivo de MS, com média de 1,2kg de

racao total durante o periodo experimental.

Iniciado o experimento, os animais foram identificados com colares
cervicais numerados e distribuidos de forma aleatéria para a constituicao dos
grupos, permanecendo nas respectivas baias por 56 dias, quando continuaram
recebendo a mesma dieta do periodo de adaptacdo. O periodo experimental
compreendeu o tempo usual de confinamento de cordeiros para abate, sendo
desmamados com 60 a 80 dias de idade, com média de peso de 22kg e
confinados por 60 dias, a fim de se atingir o peso médio final de 35 a 40kg de
peso vivo com 150 dias de vida (PIRES et al., 2000; PRADO et al., 2013).

Neste experimento o peso médio inicial dos cordeiros foi de 22,61 + 4,19kg, e

% Ovinofés com Monensina®, Tortuga Companhia Zootécnica Agraria, Mairinque-SP, Brasil.
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no final do confinamento foi de 40,18 * 5,62kg, resultando em ganho de peso
médio de 323g/dia.

4.2 Grupos experimentais

Constituiram-se dois grupos experimentais:

Grupo | — 40 animais, que receberam 400mg/kg/animal/dia de cloreto de

amonio junto com a ragao, durante todo o periodo experimental;
Grupo Il = 20 animais, que nao receberam cloreto de amoénio.

Os animais foram observados diariamente e foi verificada a incidéncia de

urolitiase nos dois grupos, durante todo o periodo experimental.

4.3 Sequéncia e protocolo experimental

Apos o periodo de adaptacéo de 14 dias, os momentos (M) experimentais

foram definidos como:

MO - imediatamente antes do inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (14

dias de confinamento);

M1 - sete dias apds o inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (21 dias de

confinamento);

M2 — 14 dias ap6s o inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (28 dias de

confinamento);

M3 — 21 dias ap6s o inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (35 dias de

confinamento);

M4 — 28 dias apo6s o inicio da ingestdao de CA no grupo Gl (42 dias de

confinamento);

M5 — 35 dias ap6s o inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (49 dias de

confinamento);



24

M6 — 42 dias ap6s o inicio da ingestdo de CA no grupo Gl (56 dias de

confinamento), e fim do confinamento.

Em todos os momentos, foram realizados exame fisico (coloragdo das
mucosas, palpacado de linfonodos, afericdo da temperatura retal, frequéncia
cardiaca, respiratéria e dos movimentos ruminais) e colhidas amostras de
sangue total, para dosagem sérica de ureia e creatinina. Todas as colheitas de
sangue foram procedidas no periodo da manha, antes do fornecimento da
alimentacao, de forma padronizada quanto ao horario, sendo feitas das 6h as
8h.

Apos 56 dias de confinamento recebendo a mesma dieta, os animais
foram sacrificados e procedeu-se necropsia. O sistema urinario foi colhido para

exame macro e microscopico imediatamente apds o abate.

4.4 Analise da racdao total (bromatolégica e mineral)

A amostra de ragao total, composta por 85% de ragédo comercial e 15% de
feno, foi enviada ao Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo (ICASA)
para analise dos minerais P, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Cu, Zn, Na, B e Mo através
das leituras realizadas em Espectrofotometro de Emissao por Plasma (ICP —
Inductivily Coupled Plasma). A analise bromatolégica foi realizada pelo
Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da FMVZ/UNESP-Botucatu
e determinou a Matéria Seca (MS), Proteina Bruta (PB), Extrato Etéreo (EE),
Matéria Mineral (MM), Fibra Bruta (FB), Fibra em Detergente Acido (FDA) e
Fibra em Detergente Neutro (FDN).

4.5 Colheita das amostras

Os ovinos foram contidos em estagcdo, manualmente, com o uso de

cabresto, para a colheita de sangue e exame fisico.
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Para o exame bioquimico de ureia e creatinina, colheram-se amostras de
sangue da veia jugular, com agulha® 30x0,8mm, depositadas em tubos a
vacuo, com gel ativador de coagulo’ e sem anticoagulante nos diferentes

momentos.

As amostras foram centrifugadas® a 2.000 x G por 10 minutos, o soro
sanguineo foi separado, armazenado em tubos® de 2mL e congelados a -20°C.
As aliquotas foram encaminhadas para analise no Servigo de Patologia Clinica
do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ/UNESP-Botucatu. As
amostras foram descongeladas e processadas em uma uUnica vez. As
dosagens foram feitas por kits comerciais’ pelos métodos: enzimatico-
colorimétrico, para a determinacdo da concentracdo de ureia, e método

cinético-colorimétrico, para creatinina, com leitura em espectrofotdmetro®.

O sistema urinario de cada animal foi analisado quanto as alteragdes
macroscopicas e, posteriormente, foram colhidos fragmentos de cada érgéo
(rim, ureter, bexiga e uretra peniana), acondicionados em frascos e fixados em
solugado de formalina tamponada a 10%. Apds 48 horas, as amostras foram
transferidas para novos frascos contendo alcool etilico 70%. Em seguida, os
fragmentos foram incluidos em parafina em cassetes para cortes histolégicos
de 5um em microtomo®, para confecgdo de Iaminas, que foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H.E.), no Servico de Patologia Veterinaria da
FMVZ/UNESP-Botucatu. Todos as laminas de histopatologia foram analisadas

em microscopio optico.

As alteragdes histopatologicas dos rins e da bexiga foram classificadas
em ausentes, leves, moderadas e acentuadas de acordo com Guedes Jr. et al.
(2012).

* BD Vacutainer®, BD Medical, Curitiba-PR, Brasil.

° Centrifuga Combate Celm® - Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri-SP, Brasil.
6 Eppendorf do Brasil Ltda. Sdo Paulo-SP, Brasil.

’ Katal® Biotecnolégica Ind. Com. Ltda. Belo Horizonte-MG, Brasil

8 Aparelho SB-190 Celm® - Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri-SP, Brasil.

® RM2255 - Leica Biosystems. Leica do Brasil Importacao e Comércio Ltda. Sao Paulo-SP,
Brasil.
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4.6 Andlise estatistica

Os dados da bioquimica sérica (ureia e creatinina), dos parédmetros do
exame fisico (temperatura retal, frequéncia cardiaca, respiratéria e dos
movimentos ruminais), das alteragdes macro e microscopicas foram analisados
pelo Software IBM SPSS Statistics, v.21, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

As variaveis continuas, parametros do exame fisico (TC, FC, FR e MR) e
os testes de bioquimica sérica (ureia e creatinina), em funcédo da distribuicéo
nao normal das respostas, foram testadas entre os dois grupos experimentais
(Gl e GIl) peloteste de Mann-Whitney para identificar diferengas entre os
grupos dentro do mesmo momento (M) de colheita. As medianas dessas
variaveis também foram analisadas pelo teste de Friedman para identificar se
havia alguma diferenga ao longo dos sete momentos (MO a M6), dentro de
cada grupo. Quando houve diferengca estatisticamente significativa, foi

verificada através do teste post-hoc de Dunn.

As distribuicdes das variaveis categoricas, alteracbes macroscopicas e
histopatoldgicas dos rins e bexiga foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado.
A diferenca estatistica entre os grupos foi analisada pelo teste Z com correcéo

de Bonferroni.

4.7 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMVZ/UNESP-Botucatu, protocolo numero 240/2012.—
CEUA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais, no inicio do experimento, estavam sadios, alerta, ativos
e alimentando-se normalmente, mantendo-se nesse estado até o término do
periodo experimental. Os animais dos grupos experimentais ndo apresentaram
sinais clinicos de disuria, obstrugdo uretral, nem de ruptura de bexiga, por isso
ndo foi necessario instituir tratamento conservativo, como a sondagem uretral
para a técnica de hidropropulsao retrogada, nem cirurgico, como a amputagao
do apéndice vermiforme, uretrostomia perineal e cistotomia com colocacao de

catéter de "Foley".

5.1 Exame fisico

Estdo descritas, nas tabelas, as medianas, médias e desvio padrao das
frequéncias cardiaca e respiratéria, movimentos ruminais e temperatura retal
dos animais (Tabelas 1, 2, 3, e 4). Os valores obtidos foram relacionados ao

padrao de normalidade para a espécie ovina segundo Feitosa (2014).

TABELA 1. Médias (x ), desvios-padrao (s) e medianas (Md) da frequéncia
cardiaca (bpm), nos diferentes momentos (M) de colheita, de ovinos confinados

com e sem suplementagao de cloreto de aménio (Gl e Gll).

M Gl (n=40) Gll (n=20)
X +S Md XtS Md

MO 116,30 + 10,34 112,00%° 108,40 + 10,37 108,00%2
M1 118,80+10,17 116,002  109,40+11,18 106,005
M2  101,1 17,61 90,00"%* 92,80 +12,28 94,0082
M3 86,40 + 11,48 82,00%® 91,00 + 12,64 92,0082
M4 87,90 +12,63 92,002 82,40 + 10,08 80,00
M5 82,60 +9,82 80,00 90,20 + 15,91 80,00"
M6 83,60 11,59 80,00™ 89,60 + 12,06 94,00"%°

*°Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
A‘BDiferenga estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

As medianas da FC permaneceram dentro do intervalo de referéncia para

os ovinos jovens, 90 a 120bpm (FEITOSA, 2014), durante o experimento. Os

valores de FC diferenciaram-se estatisticamente entre os grupos apenas no
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M6, porém sem significado clinico, sendo que a mediana dos animais de Gll
apresentou maior FC que a dos animais do Gl. Em ambos os grupos, existiram
valores maiores nos primeiros momentos (MO e M1) em relag&o as frequéncias
mensuradas a partir do M3. No Gl, os valores da FC, nos momentos M2 e M4,
foram semelhantes tanto aos dos momentos MO e M1, quanto aos demais. Ja
no Gll, as medianas dos momentos M2, M3 e M6 foram similares aos demais
estatisticamente. Isso pode ser explicado pelo comportamento dos animais
(GONSALVES NETO et al., 2009), que, inicialmente, ndo estavam
acostumados com a presenga das pessoas e manipulagdo, como contengao,
para realizacdo de exame fisico e colheita de sangue. Os cordeiros, portanto,
ficavam muito agitados no inicio do periodo experimental e apresentavam FC

mais elevada devido a agitagdo e movimentagao dentro da baia.

TABELA 2. Médias (x ), desvios-padrdao (s) e medianas (Md) da
frequéncia respiratoria (mpm), nos diferentes momentos (M) de colheita, de

ovinos confinados com e sem suplementagao de cloreto de amoénio (Gl e GlI).

Gl (n=40) Gll (n=20)

x<tS Md XS Md

MO 50,20 + 13,06 48,00 40,80 + 8,66 42,00
M1 51,20+13,68 48,00 4900+12,96  46,00"
M2 50,50 +13,21 46,00 46,00+ 10,09  44,00"
M3 48,80 +13,16 44,00  46,80+11,90  44,00"
M4 48,20 + 12,21 44,00 46,20 £12,34  42,00"
M5 46,10 + 9,96 44,00  5320+13,74  56,00%°
M6 50,40 +14,05 46,00  46,20+10,81  44,00"

*°Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
A’BDifereng:a estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

M

As medianas da FR permaneceram dentro do intervalo de referéncia para
0s ovinos jovens 36 a 48mpm segundo Feitosa (2014) durante o experimento.
Os valores da FR se mostraram semelhantes nos dois grupos experimentais.
Houve diferenga estatistica entre os grupos apenas no M5, em que o Gll
apresentou maior FR que GIl. No Gll, a mediana em M5 se diferenciou das
demais e ficou acima do considerado fisiolégico para a espécie. No entanto,

essas informagdes ndo apresentaram nenhum significado clinico.
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TABELA 3. Médias (x ), desvios-padrédo (s) e medianas (Md) da
frequéncia dos movimentos ruminais (MR) em cinco minutos, nos diferentes
momentos (M) de colheita, de ovinos confinados com e sem suplementacéo de

cloreto de amoénio (Gl e GllI).

¥ Gl (n=40) Gl (n=40)
X *S Md X tS Md
MO 542+1,23 5,00 5,15 + 0,93 5,00™
M1  532+1,16 5,00 4,90 + 0,96 5,007
M2 540+ 1,18 5,00" 505+ 1,14 5,00"
M3 5,20 + 1,01 5,00" 530+ 1,12 5,00"
M4 5,30+ 1,09 5,00% 5,30 + 0,92 5,007
M5 5,15+ 0,89 5,00% 5,25 + 0,96 5,007

M6 5,20 + 0,99 5,00" 5,10 + 0,85 5,00™

*PDiferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
A‘E‘Diferenga estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

Os valores de MR foram inferiores ao considerado normal para a espécie,
de sete a 14 movimentos em cinco minutos (FEITOSA, 2014), e néao
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos e momentos. Os valores
das medianas de MR foram de cinco em cinco minutos e sao justificados pelo
tipo de alimentacéo farelada e composta, majoritariamente, por graos, que era
consumida pelos animais deste experimento. Segundo Feitosa (2014),
alimentos ricos em fibras (feno, capim) provocam aumento na intensidade,
duracéao e frequéncia dos ruidos e forga dos movimentos ruminais; ja produtos
ricos em graos (milho, soja, trigo) produzem MR reduzidos em ruidos e for¢a de

contragao.

TABELA 4. Médias (x ), desvios-padrédo (s) e medianas (Md) da
temperatura retal, nos diferentes momentos (M) de colheita, de ovinos

confinados com e sem suplementacao de cloreto de aménio (Gl e Gll).

Gl (n=40) Gll (n=40)

X S Md X £S Md

MO 39,48 + 0,45 39,45" 39,51 + 0,44 39,50

M1 39,34 +0,35 39,30™ 39,52 + 0,36 39,55

M2 39,44 + 0,55 39,50™ 39,48 + 0,22 39,55

M3  39,31+0,66 39,50 39,41+ 0,34 39,40

M4 39,34 +0,40 39,40 39,19 + 0,35 39,10

M5  39,31+0,44 39,25" 39,40 + 0,34 39,40

M6 39,27 + 0,33 39,25 39,47 + 0,29 39,40
*°Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
A‘BDiferen(;a estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

M
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A temperatura retal permaneceu dentro dos padrdes de referéncia para
ovinos jovens, considerando o intervalo de 39,0 a 40,5°C de acordo com
Feitosa (2014), em todas as médias e medianas das afericdes. Ndo houve
manifestacéo clinica de hipertermia, nem de sinais compativeis com sindrome
febre, visto que os cordeiros se mantiveram saudaveis durante o periodo

experimental.

Guimardes et al. (2012), em estudo retrospectivo de 66 casos de
urolitiase obstrutiva em ovinos, descreveram que 93,34% dos animais
apresentaram taquicardia; 84,13%, mucosas congestas; 83,87%, taquipneia;
59,02%, hipotonia ruminal, além de manifestacbes de dor e alteracdo de
comportamento (apatia). Ja Sousa et al. (2011) observaram mucosas palidas,
letargia, desidratagdo e disuria. De acordo com Riet-Correa et al. (2008), as
primeiras manifestagdes clinicas da urolitiase obstrutiva sao timpanismo
ruminal e anorexia, o que pode confundir o clinico. Segundo Ortolani (1996), a
manifestacdo de dor abdominal é proveniente da sindrome cdlica devido a
dificuldade de micgao. A febre, taquicardia e taquipneia também podem estar
relacionadas a dor, a qual desencadeia a liberagdo de prostaglandina,
adrenalina e noradrenalina, que sao os mediadores quimicos desses processos
(GUIMARAES et al., 2012), porém esses sinais clinicos ndo foram observados
neste estudo, porque, apesar da formacao do calculo, ndo houve obstrugcao

urinaria.

5.2 Exames bioquimicos (ureia e creatinina)

Os valores de creatinina (Tabela 5) permaneceram abaixo do intervalo
de variacgao fisiolégica para a espécie durante todo o experimento, segundo
Kaneko et al. (2008), de 1,2 a 1,9mg/dL. Enquanto que os resultados da
mensuragao de ureia (Tabela 6) se mostraram maiores que a faixa de

normalidade de 17,12 a 42,8mg/dL, em todos os grupos e momentos.
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TABELA 5. Médias (x ), desvios-padrédo (s) e medianas (Md) de
creatinina (mg/dL) sérica, nos diferentes momentos de colheita, de ovinos

confinados com e sem suplementacao de cloreto de aménio (Gl e Gll).

Gl (n=40) Gll (n=20)

< tS Md X tS Md

MO 1,10 £ 0,39 0,99 0,98 + 0,54 0,86

M1 1,11%0,37 1,13% 0,87+024 0,85

M2 085+0,28 0,83 0,73+0,10 0,71%

M3 096+091 082"  0,73+0,09 0,72%

M4  0,75+0,19 0,73°*  0,69%0,11 0,71%

M5 0,76 £0,17 0,77 0,75+0,19 0,81

M6 0,80 + 0,36 0,73  0,73+0,23 0,70%
*°Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
A‘E‘Diferenga estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

M

Embora todos os valores da dosagem sérica da creatinina tenham
permanecido abaixo do intervalo de referéncia, houve diferenca estatistica
entre os dois grupos nos momentos M1, M2 e M3. Nos trés momentos, os
valores medianos dos valores do Gl foram maiores que Gll. Isso se iniciou,
exatamente, sete dias apds o inicio do tratamento com cloreto de aménio (M1)
no Gl, promovendo alteragdes na fisiologia renal, como a diurese osmoética, ja
que resta o CI" e a ureia nos tubulos renais, sendo o CI excretado como um sal
com o Na e volume equivalente de agua (TATON, 1984; BEREND et al., 2012),
porém sem causar danos clinicamente detectaveis.

Existiu diferenga estatistica dentro dos dois grupos, ao longo dos
momentos, fazendo com que os valores de creatinina tenham diminuido,
provavelmente, por mecanismos compensatorios fisioldgicos de adaptagao a
dieta e ao acidificante urinario no GIl. No Gl, os valores, nos momentos MO e
M1 foram semelhantes entre si, e maiores que os resultados dos demais
momentos. As medianas dos momentos M2 e M3 foram similares aos valores
de MO, M1, M4, M5 e M6. Os ultimos trés momentos apresentaram medianas
menores que os anteriores. No Gll, as medianas dos momentos M0, M1 e M5
foram semelhantes entre si e foram maiores que as medianas dos momentos
M2, M3, M4 e M6.

Os resultados em Gl foram menores apds maior tempo de uso do cloreto
de aménio, o que pode ser explicado pelo efeito diurético promovido por esse
sal (STRATTON-PHELPS & HOUSE, 2004), porém o Gll, que nao recebeu o
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tratamento, também mostrou valores mais baixos. Isso pode estar relacionado
a maior ingestdo de agua observada durante o experimento devido a
apresentacao farelada da ragao total. Além disso, segundo Araujo et al. (2009),
quanto maior ingestdo de proteina ou nitrogénio nao-proteico maior sera a
ingestdo de agua, com aumento da producgdo urinaria. Assim, os animais,
provavelmente, urinaram maior volume, excretaram mais creatinina e,

consequentemente, os niveis séricos diminuiram.

TABELA 6. Médias (x ), desvios-padréo (s) e medianas (Md) de ureia
(mg/dL) sérica, nos diferentes momentos de colheita, de ovinos confinados com

e sem suplementacao de cloreto de aménio (Gl e Gll).

Gl (n=40) Gll (n=20)
< *S Md xX S Md
MO 49,96 + 23,53 44,18°%% 50,46 + 37,26 43,20""2
M1 4571+19,32 39,50"° 4557 +12,46 44,95
M2 5959+ 16,77 56,10%% 44,61+ 12,98 45,70
M3 4566 +15,84 44,90 61,75+26,93 62,70
M4 5548 + 16,73 53,75"%% 66,95+ 18,16  68,80°%°
M5 46,21+17,12 42,35" 5150+21,47 46,55
M6 51,35+ 23,31 47,5588 5487 +2538 48,10

*’Diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
ABDiferenca estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

M

As médias e medianas das concentracdes da ureia sérica se mostraram
maiores que o padrdo de referéncia para a espécie, porém houve diferenca
estatistica entre os grupos nos momentos M2, M3 e M4. No M2, Gl apresentou
mediana maior que Gll, enquanto nos momentos M3 e M4 o GIl mostrou
valores maiores que GIl. Os animais, porém, ndo apresentaram sintomatologia
clinica de alteragdo da fungéo renal. Se houvesse sinais de insuficiéncia ou
alteracdo na funcionalidade renal seria observada diminuicdo de apetite,
inicialmente, e, depois, alteragdes na frequéncia de mic¢do. E em casos mais
graves, surgiriam os sinais de uremia (LEFEBVRE et al.,, 1999). Os niveis
aumentados de ureia, nesse caso, podem ser relacionados a alta ingestéao
proteica da dieta. Os animais foram alimentados durante o experimento com

racao total que possuia 20% PB, correspondente ao nivel indicado para
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crescimento e terminagéo de cordeiros — de 12 a 24% PB (ZUNDT et al. 2002;
PRADO et al. 2013).

Ao longo dos momentos, nos dois grupos, houve oscilagdo na
concentracdo de ureia sérica, apresentando diferencas estatisticas. No Gl, a
mediana do M2 se diferiu dos momentos M1, M3 e M5. No GlIl, a mediana do

M2 foi, estatisticamente, diferente de M4.

Grande parte da proteina verdadeira ingerida é convertida em amédnia,
aminoacidos e peptideos no rumen, sendo a aménia a fonte de nitrogénio
preferida para a sintese de proteina microbiana. Quando a taxa de producao de
amébnia excede as necessidades microbianas, o excesso € absorvido pelo
epitélio ruminal e convertido em ureia pelo figado. Uma parte dessa ureia pode
ser reciclada, retornando ao rumen pela saliva, mas a maior parte vai para a
circulagdo sanguinea e é eliminada pelos rins, por filtragdo glomerular e
reabsorcao tubular por processo passivo, secundario a reabsorg¢ao de fluidos.
Assim, a quantidade de ureia excretada e a concentragdo sérica sao
influenciadas pela ingestdo de PB (RENNO et al., 2000).

A creatinina € o marcador de leséo renal mais eficaz que a ureia, pois em
animais sadios ela nao é reabsorvida pelas células dos tubulos renais, além de
nao ser influenciada pela dieta (BRAUN et al., 2010). Embora a creatinina se
mostre elevada apenas quando ha comprometimento de mais de 70% dos
néfrons (KOZLOSKI et al., 2005), a analise conjunta da ureia e a auséncia do
quadro clinico compativel com nefropatia dos animais permitiram excluir
disfuncdes renais durante o experimento. Isso era esperado uma vez que nao

houve obstrucao do fluxo urinario por calculos.

Sacco & Lopes (2011) ndo observaram aumento nas concentragoes
séricas de creatinina (1,54mg/dL) no grupo de bovinos Guzera com urolitiase
devido a dureza da agua, assim como Doria et al. (2007), que relataram um
caso em carneiro, porém esse animal foi desobstruido apenas com tratamento
com antiespasmaodico. Ja em outros dois caprinos, da raca Boer, houve
aumento expressivo de ureia (442,95mg/dL) e creatinina (5,65mg/dL) (DORIA
et al.,, 2007). Guimaraes et al. (2012) detectaram azotemia nos 66 animais
estudados com média de 4,71mg/dL de creatinina e 185,61mg/dL de ureia.

Apesar das dosagens de ureia e creatinina atingirem valores elevados, esses
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foram relacionados a estase urinaria e consequente reabsorcido desses
compostos, o que caracteriza azotemia pdés-renal e ndo propriamente uma
insuficiéncia renal (GUIMARAES et al., 2012).

George et al. (2007) notaram aumento de ureia e creatinina em 107
caprinos com urolitiase obstrutiva, com média de 73,2mg/dL e 6,3mg/dL,
respectivamente. Observou-se azotemia (184,84mg/dL de ureia e 3,64mg/dL
de creatinina) em um ovino, macho, com obstrugéo uretral, como descrito por
Sousa et al. (2011). Streeter et al. (2002) também constataram aumento de
creatinina (3,9mg/dL) em caprino de trés meses de idade com urolitiase

obstrutiva.

5.3 Alteracdes macroscopicas do sistema urinario

O exame macroscoépico do sistema urinario dos ovinos dos dois grupos
revelou calculos de aspecto arenoso nos rins (Figura 1 e 2) em 16,67% (10/60)
dos animais. Houve diferenga estatistica entre os grupos somente para a
presenca de calculo, sendo significativamente maior no Grupo controle, com
25% (5/20) dos ovinos em relacao ao Grupo CA com 12,5% (5/40) dos animais
que apresentaram calculos na pelve e calices renais. Outras alteracdes
patolégicas macroscopicas foram encontradas como congestdo de medular
renal, alteracdo da definicdo cértico-medular renal, dilatacdo da pelve e

hidronefrose com dilatagédo unilateral de ureter (Figuras 3 e 4; Tabela 7).

TABELA 7. Alteragcdes macroscopicas do sistema urinario no post-
mortem de ovinos confinados com e sem suplementacéo de cloreto de aménio
(Gl e Gll).

Alteracdes Gl (n=40) Gll (n=20)

Calculos renais (pelve) 12,5% (5/40)% 25% (5/20)°
Dilatag&o da pelve renal 7,5% (3/40)% 5% (1/20)?
Perda da definicdo cortico-medular  15% (6/40)® 20% (4/20)?
Hidroureter e hidronefrose 0% (0/40)® 5% (1/20)®

Congestao da medular renal 30% (12/40) 30% (6/20)°

2Pdiferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com
correcao de Bonferroni (p<0,05).
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FIGURA 1. Rim de um ovino do Gl, apresentando congestdo da medular

e pequenos calculos (seta).

FIGURA 2. Presenga de calculos na pelve e medular do rim de um ovino
do Gl, e amostra de calculo.

FIGURA 3. Rim direito de um ovino do GIl apresentando dilatagdo do

ureter devido a presenca de calculos. Nota-se 0 aumento de volume renal.
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FIGURA 4. Rim direito de um ovino do Gll apresentando dilatagao da

pelve renal e pequenos calculos (seta).

Obstrucdes parcial ou total de ureter provocam dor intensa pela migragao
dos calculos dos rins até a bexiga em qualquer espécie animal (EWOLDT et al.,
2008). Apesar disso, um cordeiro do GllI apresentou hidroureter e discreta
hidronefrose no post-mortem (Figura 3), e nao foi detectada manifestacao
dolorosa ou diminuicdo de apetite neste animal até o final do periodo de
confinamento. Isso corrobora com descricdo da manifestacdo clinica de
caprinos apos obstrucao ureteral unilateral total e bilateral parcial experimental
relatada por EI-Kammar et al. (2012). Nesse estudo os autores referiram que os
animais ficaram deprimidos, apresentaram tremores e arqueamento do dorso
no primeiro dia apds a obstrucdo experimental por ligadura cirurgica do ureter,
porém a partir do quarto dia, todos os caprinos passaram a se alimentar, tomar
agua, defecar e urinar normalmente. Assim, pode-se dizer que o cordeiro do
presente trabalho possa ter apresentado dor entre os periodos de observagao
clinica diaria nos ultimos momentos de colheita do experimento enquanto
ocorria o processo de obstrugdo parcial unilateral do ureter, entretanto seu

comportamento estava normalizado nos dias anteriores a necropsia.

Com excecao dos achados de necropsia relacionados a obstrugdo ou
ruptura uretral e ruptura vesical, as alteracbes macroscéopicas dos rins
corroboraram os dados presentes na literatura (LORETTI el al., 2003; RIET-
CORREA et al., 2008; ASSIS et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012). Isso
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porque nao houve deteccdo clinica da obstrucdo do fluxo urinario, porém

encontraram-se calculos, principalmente, na pelve renal neste estudo.

Os achados patologicos dos rins, como congestdo medular e hemorragia,
em bovinos com urolitiase, estudados por Sahinduran et al. (2007),
corroboraram as alteragdes visualizadas neste estudo. Além disso,
observaram-se urolitos nesses animais apenas no post-mortem, localizados na

pelve e nos calices renais, assim como ocorreu neste trabalho.

Os achados necroscopicos deste trabalho foram semelhantes aos
achados descritos nos trabalhos de Ddria et al. (2007), Riet-Correa et al. (2008)
e Guimaraes et al. (2012) relacionados a ovinos acometidos por urolitiase em
Jaboticabal-SP, Paraiba e Pernambuco, que citaram ocorréncia de congestao
renal, pielonefrite, hidronefrose, cistite hemorragica difusa, presenca de urdlitos

na bexiga e na uretra.

5.4 Alteracdes microscépicas do sistema urinario

No exame histopatologico do sistema urinario, foram observadas diversas
alteragcdes nos rins e bexiga, que estdo descritas nas Tabelas 8 e 9,
respectivamente, e ilustradas nas Figuras 5 e 6. Os fragmentos de ureter e
uretra peniana, por sua vez, ndao demonstraram alteragbes microscopicas. Isso
se deve a auséncia de lesdes macroscopicas, como obstrugcao uretral e ureteral
por calculos, com excecao de um animal do GIll que apresentou obstrugao

parcial unilateral do ureter conforme visualizado na Figura 3.

Entre as alteracbes histopatoldgicas renais descritas houve diferenca
estatistica entre os grupos somente em congestdo vascular leve e necrose
tubular leve. O GlI apresentou congestdo vascular leve em 30% dos animais,
enquanto, no Gl, apenas 7,5%. Quanto a necrose tubular, 70% dos ovinos do

Gll e 40% dos animais do Gll apresentaram essa alteragdo em grau leve.

As alteragdes que mostraram maior relevancia em ambos os grupos, em
ordem crescente, foram: sinéquias glomerulares em 18,3% (11/60) dos
animais; congestdo vascular com 21,7% (13/60) de cordeiros acometidos;

proteina na luz tubular, que esteve presente em 35% (21/60) dos cortes
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histolégicos dos rins; infiltrado inflamatério mononuclear foi encontrado em
36,7% (22/60) dos ovinos; e necrose tubular ocorreu em mais da metade dos
rins dos cordeiros estudados - 60% (36/60). Enquanto as demais alteragdes

microscopicas, como dilatagcdo e degeneragdo tubular, e fibrose cortical,

demonstraram pouca importancia devido a baixa prevaléncia encontrada.

TABELA 8. Alteragdes microscopicas renais de ovinos confinados com e

sem suplementagao de cloreto de amoénio (Gl e Gll).

~ Grupos

Alteracdes Grau Gl (n=40) Gl (n=20)

Ausente 90% (36/40)%  55% (11/20)°
Congestao vascular Leve 7,5% (3/40)® 30% (6/20)"
Moderado  2,5% (1/40)? 15% (3/20)?

Ausente 95% (38/40)®  90% (18/20)?
_ . Leve 0% (0/40)? 5% (1/20)?
Dilatagdo tubular Moderado  2,5% (140 5% (1/20)°
Acentuado  2,5% (1/40)? 0% (0/20)?

Degeneracao tubular Ausente  97,5% (39/40)® 90% (19/20)*
Leve 2,5% (1/40)? 10% (1/20)?
Ausente  50% (20/40)*  20% (4/20)°

Necrose tubular Leve 40% (16/40)°  70% (14/20)°
Moderado  10% (4/40)? 10% (2/20)°

_ . . Ausente  62,5% (25/40) 60% (12/20)?
Infiltrado mfIaImatorlo Leve 27,5% (11/407%  30% (6/20)°
mononuciear Moderado  10% (4/40°  10% (2/20)°

Ausente  62,5% (25/40) 70% (14/20)?

Proteina na luz tubular Leve 37,5% (15/40)*  25% (5/20)?
Moderado 0% (0/40)? 5% (1/20)?

sinéquias glomerulares Ausente  82,5% (33/40)® 80% (16/20)?
Leve 17,5% (7/40)  20% (4/20)®

Fibrose cortical Ausente  87,5% (35/40)° 100% (20/20)°
Leve 12,5% (5/40)° 0% (0/40)?

2Pdiferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com correcdo de

Bonferroni (p<0,05).

Congestao vascular (Figura 5A) foi observada em 10% dos animais do Gl

e em 45% dos animais do Gll, o que pode estar ligada a processos
inflamatérios (MAXIE & NEWMAN, 2007, RAEKALLIO et al., 2010).
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Dilatacéo tubular (Figura 5B e 5C) apareceu em apenas 5% dos animais
do Gl e 10% dos animais do Gll. A degeneracao tubular (Figura 5E) também foi

notada em poucos animais, sendo um animal de cada grupo.

Observou-se necrose tubular (Figura 5F, 6A) em 50% dos ovinos do Gl e
80% do Gll, o que pode ser considerada a lesdo renal mais relevante
encontrada nos animais deste estudo, visto que foi encontrada em muitos
animais (60%), além de ser uma alteragao irreversivel (MAXIE & NEWMAN,
2007; RAEKALLIO et al., 2010).

Visualizou-se infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 5D) em cerca de
40% dos animais em ambos os grupos, com predominio de linfocitos e
plasmécitos. Nao foi verificada presenca de células polimorfonucleares,
possivelmente por se tratar de lesbes inflamatdrias mais cronicas (MAXIE &
NEWMAN, 2007; RAEKALLIO et al., 2010).

A presenga de proteina na luz tubular (Figura 6D) apareceu em 37,5%
dos cordeiros do Gl e 30% no Gll, ou seja, de forma semelhante nos dois
grupos. Isso pode ser explicado pelo consumo da mesma dieta e pelo alto teor
de PB (BRAUN et al., 2010; BOTELHO et al., 2012). Sinéquias glomerulares
(Figura 6E) estiveram presentes em 17,5% dos animais do Gl e 20% do Gll. A
ocorréncia dessa alteracdo também é diretamente afetada pela alta ingestéao
proteica (20% PB), pois o animal acaba excretando o excesso de proteina
ingerida pela urina, o que categoriza proteinuria pré-renal (GARCIA-
NAVARRO, 2005), e danifica os glomérulos (RABINOWITZ et al., 1973;
PALVIAINEN et al., 2012), contribuindo para a formagao do nucleo proteico do
urdlito (RADOSTITS et al., 2007).

A hiperproteneimia também se manifestou com niveis elevados de ureia
sérica (RENNO et al., 2000) conforme mostra a Tabela 6. Esses achados
sugeriram grau leve de glomerulonefrite (FRELIER et al., 1990). Esses autores
encontraram hipoalbuminemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia e uremia em
quatro cordeiros com mesangiocapilar glomerulonefrite tipo |, corroborando

com a ureia aumentada deste trabalho.

Em Medicina Veterinaria, os tipos morfolégicos das glomerulonefrites nao

sao comumente associados com a apresentacdo clinica, curso clinico ou
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resolugcao, como observado em humanos (INKELMANN et al., 2012a). Sabe-se
que o tipo mais frequente em caes € a glomerulonefrite membranoproliferativa.
Para classificagdo morfolégica dessa enfermidade sugere-se a coloragdo com
acido periddico de Schiff - PAS (MAXIE & NEWMAN 2007).

A presenca de proteina na luz tubular também categoriza les&o tubular,
visto que apenas proteinas de baixo peso molecular (albumina) ultrapassam o
glomérulo, porém s&o reabsorvidas pelas células epiteliais tubulares. A
proteinuria pode resultar da diminuicdo da capacidade de reabsorg¢ao tubular
ou de lesao tubular, mas a maioria das proteinurias € uma consequéncia da
alteracado da filtracdo glomerular (FRELIER et al., 1990). A proteinuria sem os
achados de sedimento inflamatério urinario, que denotaria proteinuria poés-
renal, € o marco principal da doenca glomerular (GARCIA-NAVARRO, 2005).

A fibrose (Figura 6B e 6C) foi observada somente no Gl, porém em
apenas cinco animais. El-Kammar et al. (2012) também observaram infiltrado
mononuclear e fibrose nos rins de caprinos com hidronefrose devido a inducao

experimental de obstrugao ureteral.

TABELA 9. Alteragées microscopicas vesicais de ovinos confinados com

e sem suplementacao de cloreto de aménio (Gl e Gll).

Grupos
Gl (n=40) Gll (n=20)
Ausente  97,5% (39/40) 95% (19/20)*
Leve 2,5% (1/402 5% (1/20)°
Infiltrado inflamatério Ausente  90% (36/40)* 90% (18/20)°
mononuclear Leve 10% (4/40)*  10% (2/20)®
*diferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com correcdo de

Alteracdes Grau

Congestéo vascular

Bonferroni (p<0,05).

As alteracdes vesicais observadas nao apresentaram diferenca estatistica
entre os grupos, nem relevancia clinica. Notou-se congestao vascular leve
(Figura 6F) em um animal de cada grupo e infiltrado inflamatério mononuclear

em 10% dos animais em ambos os grupos. A auséncia de outras alteragdes
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pode ser justificada pela inexisténcia de lesdes macroscépicas na bexiga, como
cistite ou presenca de calculos (MAXIE & NEWMAN, 2007).

Embora ndo se tenha obtido casos de urolitiase obstrutiva durante o
periodo experimental, o uso do cloreto de aménio ndo impediu a formagao de
calculos renais, que foram visualizados no exame macroscépico, no entanto
detectou-se menor numero de animais do Gl com necrose tubular renal
comparado ao Gll. Isso demonstra que este acidificante urinario ndo predispde
ao desenvolvimento de lesbes renais pelo seu uso continuo na dieta, mas que
a dieta rica em graos provoca alteracdes relevantes que foram detectadas no

exame histopatologico.

Santarosa et al. (2008) e Barbosa et al. (2008) estudaram o perfil
bioquimico renal e hepatico, respectivamente, de ovinos confinados e
suplementados com cloreto de amoénio, e nao verificaram aumento de ureia,
creatinina e das enzimas hepaticas. Afirmaram que esse sal acidificante nao
provocou prejuizos aos rins e figado de ovinos. No presente estudo, também
nao foi notado aumento dos exames bioquimicos de fung¢do renal que
justificassem as alteragdes encontradas no exame histopatolégico, embora os
niveis de ureia estivessem acima dos padrbes de referéncia para a espécie
ovina. Isso corrobora a literatura, que afirma existir aumento significativo dos
exames de funcao renal quando ocorre grande comprometimento dos néfrons,
em cerca de 70% (KOZLOSKI et al., 2005), e neste estudo, as lesbes
microscopicas encontradas foram classificadas como leve na maioria dos

animais.

Os achados histopatolégicos dos rins, como congestao vascular, infiltrado
inflamatorio, degeneracdo e necrose tubular deste estudo, concordaram com
os descritos por diversos autores que relataram casos de urolitiase obstrutiva
em ruminantes (DORIA et al., 2007; SILVA et al., 2008; ASSIS et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2013). As lesbes diagnosticadas, no entanto, se diferenciaram
das descritas por Ddria et al. (2007), que encontraram edema glomerular e
presenca de bactérias nos rins de um caprino. Silva et al. (2008),
diferentemente deste estudo, descreveram hemorragia intersticial no rim do
bovino, enquanto, neste trabalho, foi encontrada apenas congestao vascular.

Embora se tenha visualizado fibrose no rim em apenas um ovino do Gl, e
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poucos animais com dilatagdo tubular, Oliveira et al. (2013) também
descreveram essas lesbes em um bovino. Os mesmos autores referiram
predominéancia de linfécitos no infiltrado inflamatorio e presenca de proteina na
luz tubular, assim como ocorreu nos cordeiros deste estudo. Apesar de se
detectar alta porcentagem de animais com sinéquias glomerulares, neste
experimento, ndo foi observada degeneragdo glomerular como Silva et al.

(2008) relataram em um bovino.

As lesdes histopatoldgicas da bexiga foram compativeis com as descritas
por Silva et al. (2008), que relataram infiltrado inflamatério e congestdo da
submucosa, porém esses autores discutiram um caso de cistite secundaria a

obstrucao total da uretra, o que nao ocorreu no presente estudo.

Os exames macroscopico e histopatoldgico do sistema urinario dos
ovinos, nesse estudo, junto aos dados do exame clinico e da fungao renal,
foram uteis para o diagndstico preciso das alteragdes renais decorrentes da
alimentacdo rica em graos e da suplementagdo de cloreto de aménio nos

animais do Gl.
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FIGURA 5. Cortes histolégicos do sistema urinario de ovinos confinados

com e sem suplementagao de cloreto de aménio. A) Rim. Congestéo vascular,
HE (20x). B e C) Acentuada dilatagao tubular, HE (2,5x e 20x). D) Rim.
Infiltrado inflamatério mononuclear (linfocitico), HE (20x). E) Rim. Degeneragao
tubular (seta), HE (40x). F) Rim. Necrose tubular (seta), HE (20x).
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FIGURA 6. Cortes histologicos do sistema urinario de ovinos confinados

com e sem suplementacgao de cloreto de amoénio. A) Rim. Necrose tubular, HE
(40x). B e C) Rim. Fibrose,HE (10x e 40x). D) Rim. Proteina na luz tubular
(material amorfo eosinofilico), HE (40x). E) Rim. Sinéquia e esclerose

glomerular, HE (40x). F) Bexiga. Congestao vascular, HE (40x).



45

6. CONCLUSOES

- A dieta rica em concentrado proporcionou a formagao de calculos, mas

nao de urolitiase obstrutiva;

- Os exames de ureia e creatinina ndo mostraram alteragdes na funcao

renal dos animais durante o periodo de confinamento;

- A dieta rica em graos, com alto teor de proteina (20% PB), provocou
lesao renal, comprovada pela alta porcentagem de necrose tubular visualizada
nos rins dos animais, além de outras alteragdes como sinéquias glomerulares e

presenca de proteina na luz tubular;

- O cloreto de aménio fornecido aos animais do Gl n&o impediu a

calculogénese, mas diminuiu a prevaléncia em relagao ao Gll;

- Os animais do GlI, ndo suplementados com cloreto de amoénio, tiveram
maior comprometimento renal pelo consumo da dieta rica em grdos ao exame
histopatoldgico renal e, por consequéncia, o Gll apresentou maior porcentagem

de animais com calculo no post-mortem;

- Deve-se atentar para a alimentacdo rica em graos por periodos
prolongados, como ocorre com reprodutores e animais de elite, pois pode
provocar alteragdes na funcdo renal, além da predisposicdo para o

desenvolvimento da urolitiase;

- Comprovou-se que a dieta, fornecida no confinamento por 56 dias, ja foi
capaz de provocar lesao renal visualizada no exame macro € microscopico,
porém nao afetou a funcionalidade renal e consequentemente a saude dos

animais.
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Trabalho a ser enviado para Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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na versdo mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras
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da revista (www.pvb.com.br) e o modelo em Word (PDF no site). Os originais
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RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacédo destes dois
ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:
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g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre
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extensos;
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h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo

evitar uma obrigagao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados

no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e n&do devem aparecer no texto ou em

notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
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e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra,
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aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Camobiria,
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo
deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os
Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos)
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texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do
Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informag¢des do programa
onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagédo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas

de rodapé serao numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou
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frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o trabalho;
as notas serdo langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de
chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto.
Estas remissbes serdao feitas pelos respectivos numeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos

corridamente em um sé paragrafo e ndo deverao conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional completo
e todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-
mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacédo de enderego

para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagbes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por

extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos nao se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados
na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da
respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A mencao de
comunicagao pessoal e de dados néo publicados é feita no texto somente com
citacdgo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacbes de
trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do
autor e o0 ano, nem ponto-e-virgula apés cada ano; a separagao entre
trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas, exemplo: (Christian &
Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrado adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a

ordenacao de seus varios elementos.
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3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrbnica. Quando as fotos forem obtidas
través de cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser
enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
Ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencbes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser
colocados em envelope. Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser
publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor for elemento

primordial a impressao das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com

independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serado alfabéticos, recomegando, se

possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do

Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.
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Trabalho ........ceceeee.

Avaliacdo clinica, laboratorial e anatomopatolégica do sistema
urinario de ovinos confinados com e sem suplementacao de
cloreto de amoniol?

Bianca P. Santarosa*?; Danilo O.L. Ferreira?; Marcela M. P. Rodrigues?; Gabriela N. Dantas?; Soraya
R. Sacco?; Raimundo Souza Lopes?; Adriano Dias3; Roberto C. Gongalves?

ABSTRACT.- Santarosa B.P., Ferreira D.O.L., Rodrigues M.M.P., Dantas G.N., Sacco S.R, Lopes R.S,,
Dias A., Gongalves R.C. 2015. [Clinical, laboratory and anatomopathological evaluation of the
urinary system of feedlot sheep with and without ammonium chloride supplementation.]
Avaliacdo clinica, laboratorial e anatomopatolégica do sistema urinario de ovinos confinados com e
sem suplementacdo de cloreto de aménio. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Campus de Botucatu. Distrito de Rubido Junior s/n, Botucatu, SP 18618-970,
Brazil. E-mail: biancasantarosavet@gmail.com.

The incidence of obstrutive urolithiasis is high in sheep, especially in raised under
intensive management males. The urinary acidification with ammonium chloride (AC) is an
effective method for preventing the disease. The objectives of this study were to investigate the
relationship between the given diet rich in concentrate, clinical and renal function changes,
measured by serum urea and creatinine and urinalysis, macroscopic and histopathological features
of the urinary system, among sheep receiving or non-ammonium chloride. 60 male lambs were
used, feedlot, crossbred Ile de France X White Dorper, with three to four months old, divided into
two groups: CA group (n=40) received 400mg/kg of ammonium chloride/animal/day orally, for 42
consecutive days; Control group (n=20), not treated with ammonium chloride. The feed consisted
of 85% concentrate, 15% hay, mineral salt and water ad libitum. For experimental safety, nutritive
value and mineral analyzes of the total ration were performed. After 14 days of adaptation to the
environment and food, moments (M) of clinical evaluation, blood collection and urine to serum urea
and creatinine, and urinalysis were determined as: MO, just before the start of the experiment and
at intervals of seven days in moments M1 to M6, totaling 56 days of confinement. After the feeding
period the animals were sacrificed and necropsy was performed, and the urinary system was
collected for macroscopic and microscopic examination. The animals were observed daily for the
incidence of urolithiasis in both groups throughout the experimental period, but no animal showed
symptoms of obstructive urolithiasis. In urinalysis, the control group showed no cylinders any time,
while in the CA Group the predominant was the grainy. The cylinders appeared from M3 in CA
Group, with feedlot 35 days. The triple phosphate was the most crystal found in the samples. The
control group had a higher number of animals with crystalluria along time, compared to Group CA.
Only the control group of animals also showed four crosses crystals in their urine samples from M2.
The serum creatinine concentration values were below the normal range. The above results were
urea, which is due to the high protein concentration in the diet. However, the lambs showed no
clinical signs of alteration of renal function. It was found in the renal pelvis small uroliths five
animals in both groups. In addition, other macroscopic changes were found to congestion of the
renal medulla and hydronephrosis. Microscopic lesions and kidney greater prevalence and
relevance were tubular necrosis and vascular congestion in both experimental groups, and
synechia glomerular, tubular degeneration and dilatation presence of protein in the tubular lumen,
infiltration of mononuclear inflammatory cells. Histopathological analysis revealed only bladder
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congestion and inflammatory infiltration in a few animals. It was concluded that a diet high in
concentrated caused renal injury in both groups, although not alter renal function proven by
laboratory tests of urea and creatinine. Ammonium chloride provided to CA Group of animals did
not affect the development of obstruction of the urinary tract without preventing urolith formation.
Animals of control group, not supplemented with ammonium chloride, had increased kidney
damage, resulting in higher incidence of crystalluria (25.7%) and tubular necrosis (80%), induced
by consumption of a diet rich in grains.

INDEX TERMS: bladder, histopatholgy, kidneys, small ruminants, urinary acidifiers, urolithiasis.
RESUMO.- Na ovinocultura, a incidéncia da urolitiase obstrutiva é elevada, principalmente em
machos criados sob manejo intensivo. A acidificacdo urindria com cloreto de aménio (CA) é um
método eficiente para prevencdo dessa doenca. Os objetivos deste estudo com ovinos confinados
recebendo dieta concentrada com elevado teor proteico, suplementados ou ndo com cloreto de
amonio, foram: verificar o efeito da dieta fornecida no confinamento, rica em concentrado, sobre a
formagdo de urdlitos e desenvolvimento de urolitiase obstrutiva; analisar as caracteristicas
macroscopicas e histopatoldgicas do sistema urinario; relacionar os achados clinicos, os exames
laboratoriais de fung¢do renal (ureia e creatinina séricas, e urindlise) e necroscépicos com a
presenca de uroélitos. Utilizaram-se 60 ovinos machos, mestigos Ile de France X White Dorper, com
trés a quatro meses de idade, distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo CA (n=40), que
recebeu 400mg/Kg de cloreto de amdnio/animal/dia, por via oral, por 42 dias consecutivos; Grupo
Controle (n=20), ndo tratado com cloreto de amdnio. A alimentacdo de ambos os grupos constituiu-
se de 85% de concentrado, 15% de feno, sal mineral e 4gua a vontade. Apds 14 dias de adaptacdo ao
ambiente e a alimenta¢do, momentos (M) de avaliacdo clinica, colheita de sangue para dosagem
sérica de ureia e creatinina, e urina para urinalise, foram determinados como: M0, imediatamente
antes do inicio do experimento e em intervalos de sete dias nos momentos M1 a M6, totalizando 56
dias de confinamento. Apds o periodo de confinamento, os animais foram sacrificados, realizou-se
necropsia e, o sistema urinario foi colhido para exame macro e microscopico. Os animais foram
observados diariamente para verificar a incidéncia de urolitiase nos dois grupos, durante todo o
periodo experimental, porém nenhum animal apresentou sintomatologia de urolitiase obstrutiva.
Na urindlise, o Grupo Controle nio apresentou cilindros em nenhum momento, enquanto no Grupo
CA o tipo predominante foi o granuloso. Os cilindros apareceram a partir de M3 no Grupo CA, com
35 dias de confinamento. O fosfato triplo foi o cristal mais encontrado em todas as amostras de
ambos os grupos. O Grupo Controle apresentou maior quantidade de animais com cristaldria ao
longo dos momentos, em relagdo ao Grupo CA. Apenas os animais do Grupo Controle mostraram
quatro cruzes de cristais nas suas amostras de urina a partir do M2. As medianas dos valores da
concentragdo sérica de creatinina estiveram abaixo do padrao de normalidade em todos os
momentos em ambos os grupos. Os resultados de ureia ficaram acima dos valores de referéncia
para ovinos, o que se deve a alta concentracdo proteica da dieta. No entanto, os cordeiros ndo
demonstraram sintomatologia clinica de alteracdo de funcdo renal ou obstru¢do. Encontraram-se
microcalculos na pelve renal em cinco animais de ambos os grupos. Além disso, outras alteracdes
macroscopicas foram encontradas como congestdo da regido medular renal e hidronefrose. As
lesdes renais microscopicas com maior predominancia e relevancia foram congestdo vascular e
necrose tubular em ambos os grupos experimentais, além de sinéquias glomerulares, degeneragdo
e dilatacdo tubular, presenca de proteina na luz tubular, infiltragdo de células inflamatorias
mononucleares. A analise histopatologica da bexiga revelou apenas congestdo e infiltrado
inflamatério em poucos animais. Concluiu-se que a dieta rica em concentrado provocou lesdo renal
em ambos os grupos, embora sem alterar a fun¢do renal comprovada pelos exames laboratoriais de
ureia e creatinina. O cloreto de amoénio fornecido aos animais do Grupo CA ndo impediu a
calculogénese, embora tenha diminuido sua prevaléncia em relagdo ao Grupo Controle. Os animais
do Grupo Controle, ndo suplementados com cloreto de amdnio, tiveram maior comprometimento
renal, comprovado pela alta incidéncia de cristaldria e necrose tubular, induzidos pelo consumo da
dieta rica em gréos.

TERMOS DE INDEXACAO: acidificante urinario, bexiga, histopatologia, pequenos ruminantes, rins,
urolitiase.
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A intensificagdo da producio, aliada a comercializagdo de animais de alto valor genético, acarretou
profundas altera¢des no manejo alimentar dos ovinos, desencadeando o aumento da ocorréncia de
doengas nutricionais e metabdlicas, e entre as principais se destaca a urolitiase (Riet-Correa et al.
2008, Kannan & Lawrence 2010). Considerada como enfermidade de maior importancia do trato
urindrio de ruminantes, afeta particularmente machos, e causa sérios prejuizos econémicos relacio-
nados a saida prematura dos animais da reprodugdo, gastos com tratamento, morte dos animais
afetados e condenacdo da carcaga em abate emergencial (Antonelli et al. 2012, Guimaraes et al.
2012).

Os melhores resultados sdao obtidos com a prevencao da doenca, antes que se inicie a
formacdo do calculo, visando a integridade produtiva do animal (Van Metre & Fubini 2006, Ewoldt
et al. 2008, Kinsley et al. 2013). Para isso, deve-se conhecer a composicdo quimica dos uroélitos e
corrigir todos os possiveis fatores que podem estar relacionados com sua formagao (Freeman et al.
2010, Sun et al. 2010). Dentre os métodos de prevencao, a acidificagdo urinaria com cloreto de
amonio é uma alternativa eficiente (Stewart et al. 1991, Mavangira et al. 2010, Ferreira et al.
2014a). Pode-se utilizad-lo na dieta total, na propor¢do de 0,5% a 1%, ou 2% do concentrado
(Stratton-Phelps & House 2004), ou em doses individuais de 5 a 10g/animal/dia (Navarre 2007).
Mavangira et al. (2010) obtiveram pH urinario menor 6,5 em caprinos com dose de 450mg/kg/PV
de cloreto de amdnio/dia, ou 2,25% da ingestdo de matéria seca (MS). Ferreira et al. (2014a)
atingiram o pH urindrio 6,1 em ovinos e a acidez foi mantida enquanto houve administra¢do do
cloreto de amonio, fornecendo 400mg/kg/PV/dia junto com a dieta total.

Na literatura, a vitamina C (4cido ascérbico) também é classificada como acidificante
urindrio satisfatério quando administrada na dose de 3 a 4mg/kg/dia (Belknap & Pugh 2005,
Navarre 2007). Ferreira et al. (2011) estudaram o efeito da administracdo de cloreto de amdnio e
vitamina C na acidificagdo urindria em ovinos e demonstraram que ambos os produtos
apresentaram resultados na acidificagio, porém foi notéria a eficicia com que o cloreto de amonio
diminuiu o pH da urina, mantendo a acidificacdo até o final do experimento, ao contrario do acido
ascorbico que nao estabilizou o pH da urina abaixo de sete.

Embora a acidificacdo urinaria seja um método preventivo e eficaz para diminuir a
incidéncia da urolitiase obstrutiva, a alimentacdo rica em graos pode provocar lesdes inflamatoérias
no trato urinario que, pelo aumento de proteinas e restos celulares na urina, facilitam a formacio
do nucleo dos uroélitos (Ferreira et al. 2014a). Em animais confinados e destinados ao abate para
comercializacdo da carne, muitas vezes nio se notam sinais clinicos da urolitiase, pois o tempo para
a terminacdo do animal é curto, porém em estudos anteriores demonstrou-se a possibilidade da
dieta rica em proteina ocasionar lesdo renal e formacdo de calculos (Ferreira 2009, Ferreira, 2013).

Diante da relevancia dessa enfermidade para a ovinocultura, os objetivos deste estudo com
ovinos confinados recebendo dieta concentrada com elevado teor proteico, suplementados ou nao
com cloreto de amonio, foram: verificar o efeito da dieta fornecida no confinamento, rica em
concentrado, sobre a formacdo de uroélitos e desenvolvimento de urolitiase obstrutiva; analisar as
caracteristicas macroscépicas e histopatolégicas do sistema urindrio; relacionar os achados
clinicos, os exames laboratoriais de funcdo renal (ureia e creatinina séricas, e urinalise) e
necroscopicos com a presenca de urdlitos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada durante o desenvolvimento deste trabalho foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu-SP (Protocolo 240/2012).

Utilizaram-se 60 ovinos machos, ndo castrados, higidos, mestigos das ragas Ile de France X
White Dorper, com trés meses de idade, com peso médio inicial de 22kg, distribuidos em dois
grupos. Antes do inicio do experimento, todos os animais receberam vermifugo (Cydectin® 1%
injetavel, Fort Dodge, Campinas-SP, Brasil), e vacina contra Clostridioses (Sintoxan Polivalente®,
Merial, Campinas-SP, Brasil). Depois disso, foram adaptados ao ambiente por 14 dias, alocados em
baias coletivas de 4,0m x 3,0m localizadas no Hospital Veterinario da FMVZ/UNESP-Botucatu.
Todos os animais estiveram no mesmo ambiente em condi¢des iguais de temperatura, umidade do
ar e luminosidade. O piso de cimento da baia era revestido com maravalha, que era trocada
semanalmente, ap6s lavagem e higienizacdo da baia com solu¢do de aménia quaternaria.

A alimentacio consistiu em ragdo total composta por 85% de ra¢do comercial balanceada
para terminacgdo de cordeiros (milho, soja e trigo) e 15% de feno triturado de Coast-cross (cultivar
Cynodon dactylon), fornecida em 0,6m de cocho/animal. Forneceu-se sal mineral (Ovinofés com
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Monensina®, Tortuga Companhia Zootécnica Agraria, Mairinque-SP, Brasil), em cocho separado, e
agua ad libitum. A agua era proveniente da SABESP (Companhia de Saneamento Basico do Estado
de Sdo Paulo), e era colocada manualmente duas vezes ao dia, em cocho de plastico de 100L.

A racdo total foi fornecida a vontade, de forma farelada, favorecendo a mistura e
homogeneizagdo com o cloreto de amonio (CA), que era adicionado a alimentagdo no cocho. Para o
calculo do volume de CA, estabeleceu-se peso médio, a partir de pesagem semanal em balanga, para
o lote de animais de cada baia do Grupo CA, utilizando-se a dose de 400mg/kg/PV. Pela manh3,
para garantir o consumo adequado de CA, limpava-se o cocho para retirar sobras do dia anterior e
se fornecia pequena quantidade de ra¢do total contendo a dose de CA para todos os cordeiros.
Aguardava-se, portanto, o tempo necessario para que os animais ingerissem a ra¢do suplementada
com CA e somente depois disso que era adicionada racdo a vontade.

Para a seguranca experimental, a racdo total foi submetida a andlise bromatolégica, e foi
caracterizada pelos seguintes niveis em matéria seca (MS): 20,34% de proteina bruta, 2,37% de
extrato etéreo, 6,12% de fibra bruta e 4,41% de minerais. Realizou-se, também, andlise dos
minerais da racdo total utilizada no experimento, e as dosagens de calcio e fosforo foram de
4130ppm e 5515ppm de MS, respectivamente, o que resultou propor¢ao Ca: P de 1 : 1,33. O
consumo médio diario foi de 3% do peso vivo de MS, com média de 1,2kg de racdo total durante o
periodo experimental.

Iniciado o experimento, os animais foram identificados com colares cervicais numerados e
distribuidos de forma aleatéria para a constituicdo dos grupos, permanecendo nas respectivas baias
por 56 dias, quando continuaram recebendo a mesma dieta do periodo de adaptagdo. O periodo
experimental compreendeu o tempo usual de confinamento de cordeiros para abate, sendo
desmamados com 60 a 80 dias de idade, com média de peso de 22kg e confinados por 60 dias, a fim
de se atingir o peso médio final de 35 a 40kg de peso vivo com 150 dias de vida (Pires et al. 2000,
Prado et al. 2013).

Constituiram-se dois grupos experimentais: Grupo CA (n=40) que recebeu 400mg/kg/PV
de cloreto de amoénio/animal/dia, por 42 dias consecutivos; Grupo controle (n=20), que nio
recebeu cloreto de amonio. Os Momentos (M) de colheita de amostras e avaliacdo clinica foram
realizados com intervalo de sete dias, sendo MO (imediatamente antes do inicio do tratamento com
cloreto de amonio), M1 (sete dias apds), M2 (14 dias ap6s), M3 (21 dias ap6s), M4 (28 dias ap6s),
M5 (35 dias apds) e M6 (42 dias ap6s), totalizando 56 dias de confinamento.

Todas as colheitas de urina e sangue foram realizadas antes do fornecimento da
alimentagdo, entre 6h e 8h. Os ovinos foram contidos em esta¢do, manualmente, com o uso de
cabresto. Colheram-se amostras de urina dos animais dos dois grupos por mic¢ao natural, ou
forcada interrompendo-se a respiracdo pela oclusao das narinas durante 10 a 20 segundos (Garcia-
Navarro 2005).

As amostras de urina foram acondicionadas em frascos estéreis e, em seguida,
encaminhadas ao Servico de Patologia Clinica do Departamento de Clinica Veterinaria da
FMVZ/UNESP-Botucatu. A urindlise foi realizada imediatamente apds a colheita de urina de cada
animal.

No exame fisico foram avaliados volume (mL), cor, odor e aspecto, de maneira subjetiva. A
densidade foi analisada pelo refratdmetro (Atago® T2, NE Clinical, Atago Brasil Ltda. Ribeirdo
Preto-SP, Brasil). O exame quimico foi realizado por tiras reagentes (Atago® T2, NE Clinical, Atago
Brasil Ltda. Ribeirdo Preto-SP, Brasil), avaliando-se pH, proteinas (mg/dL), glicose (mg/dL),
acetona, urobilinogénio, bilirrubina, sangue oculto e sais biliares. Mensurou-se o pH pelo
peagametro portatil (pH100 PHTEK® Labmais Comércio de Equipamentos Ltda. Curitiba-PR,
Brasil), que foi calibrado a cada dia de exame e a cada cinco animais em solu¢do tampao de pH 4,0 e
de pH 7,0. O eletrodo do peagametro foi imerso totalmente dentro da amostra de urina, até a
estabilizacdo, e somente foi colocado na préxima amostra, depois de lavado com 4gua destilada e,
seco com papel absorvente.

Para exame do sedimento urinario foram centrifugados (Excelsa II®, Fanen, Sdo Paulo-SP,
Brasil) 5mL de urina em tubos conicos a 700 x G por cinco minutos (Kaneko et al. 2008). Apés a
centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante, deixando 0,5mL de urina para a realizagdo do exame
do sedimento, que incluiu a identificagdo de células de descamacgao do trato urinario (células renais,
da pelve, vesicais e uretrais), células prostaticas, hemécias e leucdcitos.

As células foram quantificadas numericamente por campo, com intervalo de raras células
até incontaveis. Outras estruturas como cilindros, cristais, bactérias, espermatozoides e muco
também fizeram parte da analise do sedimento e foram quantificadas em cruzes, com intervalo de
raros a trés cruzes. O critério quantitativo adotado pelo Servico de Patologia Clinica da
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FMVZ/UNESP-Botucatu inclui: raras (contagem média < 1 célula/campo); uma cruz (+) (1 a 3
células/campo); duas cruzes (++) (3 a 5 células/campo); trés cruzes (+++) (>5 células/campo) e
campo cheio (numeros de células incontaveis/campo). Todas essas observacdes foram realizadas
em microscopia 6tica comum, com aumento de 400 vezes.

Para o exame bioquimico de ureia e creatinina colheram-se amostras de sangue da veia
jugular, com agulha (BD Vacutainer®, BD Medical, Curitiba-PR, Brasil) 30x0,8mm, depositadas em
tubos a vacuo, com gel ativador de coagulo e, sem anticoagulante, nos diferentes momentos. As
amostras foram centrifugadas (Centrifuga Combate Celm® - Cia. Equipadora de Laboratorios
Modernos, Barueri-SP, Brasil) a 2.000 x G por 10 minutos, o soro sanguineo foi separado,
armazenado em tubos plasticos (Eppendorf do Brasil Ltda. Sdo Paulo-SP, Brasil) de 2mlL, e
congelados a -20°C. As aliquotas foram encaminhadas para andlise ao Servico de Patologia Clinica
do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ/UNESP-Botucatu. As dosagens foram feitas por
kits comerciais (Katal® Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda. Belo Horizonte-MG, Brasil) pelos métodos:
enzimatico-colorimétrico, para a determinagdo da concentracdo de ureia e, método cinético-
colorimétrico, para creatinina, com leitura em espectrofotémetro (Aparelho SB-190 Celm® - Cia.
Equipadora de Laboratdrios Modernos, Barueri-SP, Brasil).

Apds 56 dias de confinamento recebendo a mesma dieta procedeu-se necropsia dos
animais. O sistema urindrio foi colhido para exame macro e microscépico imediatamente apds o
abate. O sistema urinario de cada animal foi analisado quanto as alteragdes macroscépicas, e
posteriormente foram colhidos fragmentos de cada 6rgio (rim, ureter, bexiga e uretra peniana),
acondicionados em frascos, e fixados em solu¢do de formalina tamponada a 10%. Apds 48 horas as
amostras foram transferidas para novos frascos contendo alcool etilico 70%. Em seguida, os
fragmentos foram incluidos em parafina, em cassetes histoldgicos, para realizacdo de cortes
histolégicos de 5um em micrétomo (RM2255-Leica Biosystems. Leica do Brasil Importacdo e
Comércio Ltda. Sdo Paulo-SP, Brasil), para confeccdo de ldminas, que foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H.E.), no Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ/UNESP-Botucatu. Todas
as laminas foram analisadas em microscopio éptico. As alteragdes histopatoldgicas dos rins e da
bexiga foram classificadas em ausentes, leves, moderadas e acentuadas, de acordo com Guedes Jr. et
al. (2012).

Para os dados da urinalise empregou-se apenas analise descritiva. Os demais dados foram
analisados pelo Software IBM SPSS Statistics, v.21, com nivel de significincia de 95% (p<0,05). As
variaveis continuas, testes de bioquimica sérica (ureia e creatinina), em fun¢io da distribuicdo nao
paramétrica das respostas, foram testadas entre os dois grupos experimentais (Grupo CA e Grupo
controle) pelo teste de Mann-Whitney para identificar diferencas entre os grupos dentro do mesmo
momento (M) de colheita. As medianas destas varidveis também foram analisadas pelo teste de
Friedman para identificar se havia alguma diferenca ao longo dos sete momentos (MO0 a M6), dentro
de cada grupo. Quando houve diferenca estatisticamente significativa, foi verificada pelo teste post-
hocde Dunn. As distribuicbes das varidveis categoricas, alteragdes macroscépicas e
histopatologicas dos rins e bexiga, foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado. A diferenca
estatistica entre os grupos foi analisada pelo teste Z com correcdo de Bonferroni.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais ao inicio do experimento estavam sadios, alertas, ativos e alimentando-se
normalmente, mantendo-se neste estado até o término do periodo experimental. As médias das
frequéncias cardiaca e respiratéria, movimentos ruminais, e temperatura retal dos animais foram
comparados ao padrao de normalidade para a espécie ovina, segundo Feitosa (2014).

Os animais dos grupos experimentais ndo apresentaram sinais clinicos de disuria,
obstrucdo uretral, nem de ruptura de bexiga. Por isso, ndo foi necessario instituir tratamento
conservativo como a sondagem uretral para a técnica de hidropropulsdo retrégada, nem o
cirtrgico, como a amputacdo do apéndice vermiforme, uretrostomia perineal ou cistotomia com
colocacdo de catéter de Foley (Ewoldt et al. 2008).

Urinadlise

Todas as amostras de urina nos diferentes momentos foram colhidas com sucesso por
mic¢do natural ou forgada, pela oclusdo da respiracao por cerca de 20 segundos (Garcia-Navarro
2005, Araujo et al. 2009, Taffarel et al. 2012). Para a realizacdo da urinalise colheram-se 10mL de
urina, no minimo, de cada individuo. Todas as amostras (420/420) apresentaram odor sui generis.
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Os valores de densidade urinaria se mantiveram dentro do padrdo de normalidade para
ovinos (1.015 a 1.045), nos dois grupos estudados, segundo Garcia-Navarro (2005), como
observado por Antonelli et al. (2012) e Mavangira et al. (2010). Todos os animais apresentaram
coloragdo amarelada, que se refere a normalidade para a espécie (Garcia-Navarro 2005). A
avaliacdo do aspecto, classificando as amostras como limpidas ou turvas ndo demonstrou diferenca
em todos os momentos e grupos experimentais (Garcia-Navarro 2005). A turbidez da urina
relaciona-se com cristaldria e, ainda com presenca de muco, bactéria, células de descamacao e
cilindros (Aratjo et al., 2009, Taffarel et al. 2012).

0 exame quimico, com excecdo do pH, realizado com as tiras reagentes, analisou glicose,
cetona, urobilinogénio, bilirrubina, proteina e sangue oculto. Nao houve sinais de glicosuria,
cetondria, bilirrubindria em nenhuma amostra dos grupos, nos diferentes momentos (420/420). O
urobilinogénio esteve normal em todas as amostras também (420/420), visto que pequena
quantidade presente na urina é fisiologica, sendo o principal pigmento que proporciona a cor
amarelada a urina (Garcia-Navarro 2005).

O pH urinario apresentou variagio entre os grupos e momentos, especialmente pelo uso do
acidificante urinario no Grupo CA, bem como pelo consumo da dieta acidogénica, rica em
concentrado. Mesmo antes do inicio do tratamento no Grupo CA e, no Grupo controle que nio
recebeu o acidificante em nenhum momento, houve diminuicdo do pH em relacdo a normalidade
para espécie ovina (6,0 a 8,5), segundo Garcia-Navarro (2005). No MO a mediana do pH no Grupo
CA foi 5,50 e no Grupo controle foi 5,62. Isso se explica pela dieta rica em grdos fornecida no
experimento, que promove a acidificacdo da urina, comparada a alimentacdo composta somente
por volumoso, o que a torna mais alcalina (Araujo et al.,, 2009). No M2 o Grupo controle apresentou
mediana dos valores de pH de 7,30; enquanto o Grupo CA mostrou 6,09. Porém notou-se
decréscimo expressivo no pH urindrio do Grupo CA (5,79), que recebeu cloreto de aménio, em
relacdo ao Grupo controle (6,52), evidenciado principalmente a partir de M3.

Em estudo recente, Ferreira et al. (2011) também observaram a acidificagdo do pH urindrio
em ovinos tratados com 400mg/kg/PV de cloreto de amo6nio/dia. Houve diminui¢ao do pH a partir
do segundo dia da administracdo, e os valores se mantiveram menores que 6,0 durante todo o
experimento, o que difere de Mavangira et al. (2010), que nao conseguiram acidificar a urina de
caprinos utilizando 200mg/kg/PV de cloreto de amonio, s6 o conseguindo com 500 mg/kg/PV.
Neste trabalho, a acidificagdo urindria foi verificada logo na primeira afericdo, sete dias apos o
inicio do tratamento, e no Grupo CA, que recebeu o produto durante todo o periodo experimental, o
pH se manteve menor que 6,1, utilizando dose de 400mg/kg/PV/dia.

Nao foi possivel relacionar o aparecimento de proteina na urina com o tratamento
realizado. Isto porque no MO, considerado basal, foi quando se observou maior nimero de animais
com proteina nas amostras de urina, sendo 25/40 no Grupo CA e 7/20 no Grupo controle.

A proteintria geralmente é encontrada, especialmente nos animais alimentados com altos
teores de proteina (Botelho et al., 2012), o que aconteceu neste trabalho, visto que a dieta era
composta por 20% PB. A proteindria também se justifica nos casos de glomerulonefrite, nefrite
intersticial, pielonefrite ou nefrose, onde a proteina atravessa a membrana glomerular, as de baixo
peso molecular sdo reabsorvidas e as restantes sdo excretadas na urina (Garcia-Navarro 2005).
Porém, os animais ndo apresentaram sinais clinicos destas enfermidades do trato urinario, embora
7/40 animais do Grupo CA e 4/20 do Grupo controle apresentassem sinéquias glomerulares de
grau leve. Além disso, 15/40 cordeiros do Grupo CA e 5/20 no Grupo controle mostraram proteina
na luz tubular em grau leve, portanto pode-se inferir que a proteindria é pré-renal e estad
relacionada a alta ingestdo proteica da dieta.

Os outros fatores a serem considerados no resultado de proteina positivo sdo inflamagdes
no trato urogenital, hemoglobintria e hematuiria que influenciam no teste, devido a existéncia de
exsudatos proteicos (Garcia-Navarro 2005, Guimaries et al. 2012). No MO0, observaram-se animais
com sangue oculto positivo na urina, em quantidade semelhante aos que apresentaram proteintria,
que por sua vez também foi coincidente com o nimero de animais que tiveram maior quantidade
de hemacias na urina. A partir de M1 sangue oculto esteve ausente na maioria das amostras, e ndo
houve diferenca entre os grupos e momentos de colheita. Na maioria das amostras havia presenca
de hemicias, porém em pouca quantidade visualizada por campo, portanto sem significado clinico.
Nenhum animal apresentou hematuria, caracterizada por observacao de coloracao avermelhada na
urina, durante o experimento.

O transporte é considerado como grande fator estressante nos animais (Paes et al., 2012),
tanto por problemas traumaticos quanto pelo esfor¢o muscular para manter o equilibrio e poderia
explicar esses achados, embora os animais estivessem ja com 14 dias de periodo adaptativo. Além
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disso, o que se observou é que os animais, no inicio do periodo experimental, mostravam
comportamento de dominancia e sodomia. Talvez esta seja a causa mais provavel do aumento da
proteina, sangue oculto e de o nimero de hemacias no MO, ja que nos momentos posteriores tendeu
anormalidade (Gonsalves Neto et al. 2009).

Com relagdo a andlise dos sedimentos da urina, as células de descamag¢do que foram
encontradas com maior frequéncia foram as uretrais, renais, seguido das vesicais, enquanto as
células de pelve apareceram raramente, em poucos animais. As células prostaticas estavam
ausentes em todas as amostras colhidas (420/420), provavelmente devido a idade dos animais
(Garcia-Navarro 2005). As células uretrais estiveram presentes em todas as amostras de urina
colhidas neste experimento, devido, principalmente, ao método de colheita por mic¢ido natural
(Garcia-Navarro 2005). Os resultados da contagem das células de descamacdo nio possibilitaram
estabelecer relacdo com os grupos estudados, nem ao longo dos momentos, pois ndo houve
diferenca exacerbada no comportamento das varidveis entre as analises. Os espermatozoides foram
encontrados em pouca quantidade, porém ndo tem relevancia para este estudo. Normalmente as
células estdo presentes em pouca quantidade na urina (Garcia-Navarro 2005), portanto, pode-se
dizer que as urinalises apresentaram valores normais para a espécie.

Todas as amostras (420/420) de urina apresentaram bactérias, sendo que a maioria delas
era classificada como raras ou uma cruz, em ambos os grupos estudados e, em menor nimero, duas
cruzes. Houve presenca de bactérias trés cruzes apenas em 9/280 amostras do Grupo CA.
Ocasionalmente, quando se observou bactérias classificadas como raras na lamina do sedimento
urinario, considerou-se achado normal, indicando contaminacgdo superficial em amostras colhidas
por mic¢cdo natural, assim como se procedeu neste estudo. Se houvesse infeccdo urindria nos
animais, a quantidade de bactérias seria maior do que a encontrada (Garcia-Navarro 2005, Araujo
etal. 2009).

Houve presenca de leucécitos também em todas as urindlises. Isto foi comprovado pelos
achados de aglomerados leucocitarios, porém nao existiu predominancia celular em nenhum grupo.
Os achados de hemicias e leucdcitos nas amostras de urina dos animais ndo ressaltaram nenhum
padrao caracteristico relacionado aos grupos experimentais. A maior quantidade de células (maior
que 350 células/campo e incontaveis) foi encontrada, inclusive, no M0, quando o tratamento nio
havia sido iniciado no Grupo CA. Neste momento, 13/40 ovinos do Grupo CA e 5/20 do Grupo
controle mostraram leucécitos incontaveis. A partir do M1, a maioria das amostras apresentou 10 a
50 células/campo e 50 a 100 células/campo em ambos os grupos estudados. Antes da colheita de
urina, procedia-se a lavagem do preptcio com agua, por isso grande parte da contaminag¢io
bacteriana foi amenizada com esse procedimento, no entanto, provaveis inflamacdes locais do
prepucio, glande e até uretra ndo eram removidas, embora se houvesse uretrite deveria ter células
de descamagao uretral, o que ndo ocorreu. Assim, pode-se justificar, no inicio do experimento, a
presenca significativa de leucocitiria e menos relevante de bacteritria. A inflamacdo urogenital
evidenciada pela leucocitiria no MO, porém sem sinais clinicos, deve-se, possivelmente, a
traumatismos durante o transporte (Paes et al. 2012), ou pelo comportamento de dominancia e
sodomia (Gonsalves Neto et al. 2009), ou até pelo contato do prepucio com a cama de maravalha
durante o tempo que os animais permaneciam em dectbito esternal. Talvez isso possa ser a
justificativa para a leucocittria, j& que nos momentos posteriores o nimero de células/campo foi
menor, relacionando-se a normalidade, visto que a colheita foi por mic¢ao natural (Garcia-Navarro
2005).

Os cordeiros do Grupo controle ndo apresentaram muco nas amostras de urina (140/140).
Enquanto nas urindlises dos ovinos do Grupo CA havia muco classificado como raro e uma cruz, a
partir de M3. A presenca de muco na urina é normal apenas nos equinos, principalmente nas éguas.
Nas demais espécies, o muco pode surgir na primeira miccdo da manha (Garcia-Navarro 2005).
Durante o experimento a urina era colhida pela manh3, quando a maioria dos animais estava em
decubito esternal, o que talvez possa justificar o aparecimento de muco em 35/280 amostras do
Grupo CA.

Encontraram-se cilindros (tipos Granuloso, Leucocitario, Misto e Hialino) no Grupo CA
partir de M2. Os cilindros sdo acimulos de proteina e material celular formados nos tibulos renais,
e denotam lesdo tubular. Geralmente sdo raros nos ruminantes, devido a alcalinidade da urina
(Aragjo et al., 2009). No entanto, sua presenca foi observada nas amostras de urina dos animais
deste trabalho, pois apresentaram urina mais acida, mesmo sem o uso do cloreto de amonio, pela
ingestdo de ragdo rica em concentrado. A maior quantidade de amostras com cilindros foi detectada
no M6 do Grupo CA (11/40). A predominancia do tipo de cilindro foi o granuloso, evidenciado por
22/280 amostras do Grupo CA. Apenas um animal do Grupo CA apresentou cilindro hialino. Apenas
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4/280 das urinalises do Grupo CA mostraram duas cruzes de cilindros, sendo que as demais foram
classificadas como raras e uma cruz quanto a presenca de cilindros. Nenhuma amostra de urina do
Grupo controle apresentou cilindros em nenhum momento.

Tanto a presenca de cilindros, como de muco nos animais do Grupo CA mostrou que pode
existir agressdo tubular pelo cloreto de amoénio, embora apenas um animal de ambos os grupos
apresentasse degeneracdo tubular leve na histopatologia. Se houvesse lesdo tubular renal pelo
consumo deste acidificante urindrio, provavelmente, haveria maior quantidade de animais com
degeneracdo e necrose tubular nos animais do Grupo CA. Detectou-se necrose tubular leve e
moderada em 20/40 ovinos do Grupo CA e 16/20 cordeiros do Grupo controle. A deposicdo de
restos celulares é um fator extremamente importante para a formagdo do ntcleo organico de
urdlito (Freeman et al. 2010).

Os cristais estavam presentes no grupo Grupo controle, em maior quantidade no M6. A
presenca e o tipo de cristais estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento da urolitiase e a
composicdo do calculo (Garcia-Navarro 2005). O pH da urina também interfere no tipo de cristal,
pois é influenciado pela dieta. Os mais comumente encontrados em ruminantes sdo os de estruvita,
carbonatos e silicatos devido a alcalinidade da urina (Aradjo et al., 2009). Porém, neste estudo a
predominancia nos dois grupos foi do tipo fosfato triplo, que pode se formar em pH alcalino, neutro
ou levemente 4cido, assim como o encontrado por Antonelli et al. (2012). Este tipo de cristal foi
visualizado em 7,5% (21/280) das amostras de urina dos animais do Grupo CA e 25,7% (36/140)
do Grupo controle. O cristal de carbonato de calcio é formado em urina alcalina, e foi detectado
apenas na urinalise de um cordeiro do Grupo controle, que ndo recebeu acidificante urinario.

Mavangira et al. (2010) nao encontraram associa¢do entre a suplementacdo de cloreto de
amonio e a presenca de cristais na urina. Porém, observaram maior quantidade de cristais (fosfato
triplo e oxalato de cdlcio) em animais que ndo receberam o produto, concordando com este estudo.
O Grupo controle (27% - 37/140) apresentou maior quantidade de animais com cristaldria ao
longo dos momentos, em relagdo ao Grupo CA (8% - 21/280). Apenas os animais do Grupo controle
também mostraram quatro cruzes de cristais nas suas amostras de urina. No entanto, Mavangira et
al. (2010) néo realizaram urinalise antes do inicio do tratamento e, como neste trabalho procedeu o
MO. Assim eles nao conseguiram determinar o que havia na urina antes do estudo.

Ureia e Creatinina séricas

Os soros sanguineos para as dosagens de ureia e creatinina foram descongelados e
processados em uma Unica vez. Os valores de creatinina (Quadro 1) permaneceram abaixo da faixa
de normalidade para a espécie durante todo o experimento, segundo Kaneko et al. (2008), de 1,2 a
1,9mg/dL. Enquanto que os resultados da mensurac¢do de ureia (Quadro 2) se mostraram maiores
que a normalidade de 17,12 a 42,8mg/dL, em todos os grupos e momentos.

Embora todos os valores da dosagem sérica da creatinina tenham permanecido abaixo do
intervalo de referéncia, houve diferenca estatistica entre os dois grupos nos momentos M1, M2 e
M3. Nos trés momentos as medianas dos valores do Grupo CA foram maiores que Grupo controle.
Isto se iniciou exatamente apds sete dias de tratamento com cloreto de amé6nio (M1) no Grupo CA,
promovendo altera¢des na fisiologia renal, porém sem causar danos clinicamente detectaveis.

Existiu diferenca estatistica dentro dos dois grupos ao longo dos momentos,
provavelmente, pela adaptacdo por periodo mais prolongado a dieta, e pela adigdo do acidificante
urinario no Grupo CA. No Grupo CA, os valores nos momentos M0 e M1 foram semelhantes entre si,
e maiores que os resultados dos demais momentos. As medianas dos momentos M2 e M3 foram
similares aos valores de M0, M1, M4, M5 e M6. Os ultimos trés momentos apresentaram medianas
menores que os anteriores. No Grupo controle, as medianas dos momentos M0, M1 e M5 foram
semelhantes entre si e foram maiores que as medianas dos momentos M2, M3, M4 e Mé6.

Os resultados no Grupo CA foram menores ap6s maior tempo de uso do cloreto de aménio,
0 que pode ser explicado pelo efeito diurético promovido por este sal (Stratton-Phelps & House
2004). Porém, o Grupo controle, que nido recebeu o tratamento, também mostrou valores mais
baixos. Isto pode estar relacionado a maior ingestdo de dgua observada durante o experimento
devido a apresentagdo farelada da ragio total. Embora nio se tenha mensurado a quantidade exata
de 4gua ingerida pelos ovinos durante o experimento, notou-se a necessidade de reposicao de dgua
nos cochos com maior frequéncia. Segundo Aratjo et al. (2009), quanto maior ingestdo de proteina
ou nitrogénio nao-proteico, maior sera a ingestdo de agua, com aumento da produgdo urinaria.
Assim, os animais provavelmente urinaram maior volume, excretaram mais creatinina, e
consequentemente os niveis séricos diminuiram (Ferreira et al. 2014b). A avalia¢do do volume do
débito urinario diario, para comprovar o efeito diurético do cloreto de amoénio neste estudo,
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deveria ser realizada pelo uso de gaiola metabdlica (Louvandini & Vitti 1994, Stratton-Phelps &
House 2004), mensurando o volume de dgua ingerido, e de urina excretada.

As médias e medianas das concentra¢des da ureia sérica se mostraram maiores que o
padriao de referéncia para a espécie, porém houve diferenca estatistica entre os grupos nos
momentos M2, M3 e M4. No M2, o Grupo CA apresentou mediana maior que o Grupo controle,
enquanto nos momentos M3 e M4 o Grupo controle mostrou valores maiores que o Grupo CA.
Porém, os animais ndo apresentaram sintomatologia clinica de alteragdo da func¢do renal. Os niveis
aumentados de ureia neste caso podem ser relacionados a alta ingestdo proteica da dieta, que
provoca proteinudria pré-renal. Os animais foram alimentados durante o experimento com ragio
total que possuia 20% PB, correspondente ao nivel indicado (12 a 24% PB) para crescimento e
terminacdo de cordeiros de (Zundt et al. 2002, Prado et al. 2013). Ao longo dos momentos, nos dois
grupos, houve oscilagdo na concentragdo de ureia sérica, apresentando diferencas estatisticas. No
Grupo CA, a mediana do M2 se diferiu dos momentos M1, M3 e M5. No Grupo controle a mediana do
M2 foi estatisticamente diferente de M4.

A creatinina é o marcador de lesdo renal mais eficaz que a ureia, pois em animais sadios ela
ndo é reabsorvida pela parede das células dos tiibulos renais, além de nio ser influenciada pela
dieta (Kirsztajn et al. 2007, Braun et al, 2010). Embora a creatinina se mostre elevada apenas
quando ha comprometimento de mais de 70% dos néfrons (Kozloski et al., 2005), a andlise conjunta
da ureia, e auséncia do quadro clinico compativel com nefropatia dos animais permitiu excluir
disfung¢des renais durante o experimento. Isso era esperado uma vez que ndo houve obstrucio do
fluxo urinario por célculos. Embora se tenha encontrado alteracdes significativas na urinalise, como
a presenca de cilindros granulosos que indicam lesdo tubular renal, e cristais.

Sacco & Lopes (2011) ndo observaram aumento nas concentra¢des séricas de creatinina
(1,54mg/dL) no grupo de bovinos Guzerd com urolitiase devido a dureza da agua, assim como
Déria et al. (2007), que relataram um caso em carneiro. Porém este animal foi desobstruido apenas
com tratamento com antiespasmadico. J4 em outros dois casos de caprinos relatados por Ddria et
al. (2007), da raca Boer, houve aumento expressivo de ureia (442,95mg/dL) e creatinina
(5,65mg/dL). Guimaries et al. (2012) detectaram azotemia nos 66 animais estudados com média
de 4,71mg/dL de creatinina e 185,61mg/dL de ureia. Apesar das dosagens de ureia e creatinina
atingirem valores elevados, estes foram relacionados a estase urinaria e consequente reabsorcdo
destes compostos o que caracteriza azotemia pos-renal e ndo propriamente insuficiéncia renal
(Guimardes et al., 2012).

George et al. (2007) notaram aumento de ureia e creatinina em 107 caprinos com
urolitiase, com média de 73,2mg/dL e 6,3mg/dL, respectivamente. Observou-se azotemia
(184,84mg/dL de ureia e 3,64mg/dL de creatinina) no perfil renal sérico em um ovino, macho, com
obstrucdo uretral descrito por Sousa et al. (2011). Streeter et al. (2002) também constataram
aumento de creatinina (3,9mg/dL) em caprino de trés meses de idade com urolitiase obstrutiva.

Exame macroscépico do sistema urinario

0 exame macroscopico do sistema urindrio dos ovinos dos dois grupos experimentais
revelou calculos de aspecto arenoso nos rins (Figura 1 e 2) em 16,67% (10/60) dos animais. Houve
diferenca estatistica entre os grupos somente para a presenca de calculo, sendo significativamente
maior no Grupo controle, com 25% (5/20) dos ovinos em rela¢do ao Grupo CA com 12,5% (5/40)
dos animais que apresentaram calculos na pelve e calices renais. Outras alteragdes patoldgicas
macroscopicas (Quadro 3) foram encontradas como congestio de medular renal, alteracdo da
definicdo cértico-medular renal, dilatagdo da pelve em ambos os grupos e, no Grupo controle um
animal apresentou hidronefrose com dilata¢do unilateral de ureter (Figura 3).

Obstrugdes parcial ou total de ureter provocam dor intensa pela migragdo dos calculos dos
rins até a bexiga em qualquer espécie animal (Ewoldt et al,, 2008). Apesar disso, um cordeiro do GII
apresentou hidroureter e discreta hidronefrose no post-mortem (Figura 3), e ndo foi detectada
manifestacdo dolorosa ou diminuicdo de apetite neste animal até o final do periodo de
confinamento. Isso corrobora com descri¢cdo da manifestacdo clinica de caprinos ap6s obstrugio
ureteral unilateral total e bilateral parcial experimental relatada por El-Kammar et al. (2012). Nesse
estudo os autores referiram que os animais ficaram deprimidos, apresentaram tremores e
arqueamento do dorso no primeiro dia ap6s a obstrucdo experimental por ligadura cirdrgica do
ureter, porém a partir do quarto dia, todos os caprinos passaram a se alimentar, tomar agua,
defecar e urinar normalmente. Assim, pode-se dizer que o cordeiro do presente trabalho possa ter
apresentado dor entre os periodos de observacio clinica diaria nos ultimos momentos de colheita
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do experimento enquanto ocorria o processo de obstrugdo parcial unilateral do ureter, entretanto
seu comportamento estava normalizado nos dias anteriores a necropsia.

As alteragdes macroscopicas dos rins corroboraram com os dados presentes na literatura
(Loretti el al. 2003, Riet-Correa et al. 2008, Assis et al. 2009, Guimaries et al. 2012), com excec¢ido
dos achados de necropsia relacionados a obstru¢do ou ruptura uretral, e ruptura vesical. Isto
porque nao houve detecg¢do clinica da obstrucdo do fluxo urindrio, porém encontraram-se calculos,
principalmente na pelve renal neste estudo.

Os achados patolégicos dos rins deste estudo, como congestio da medular renal e
hemorragia, corroboraram com as alteragdes descritas por Sahinduran et al. (2007) em bovinos
com urolitiase. No presente trabalho, observaram-se urélitos apenas no post-mortem, localizados na
pelve e nos célices renais, assim como foi relatado por esses autores.

Os achados necroscépicos deste trabalho foram semelhantes aos achados descritos nos
trabalhos de Doéria et al. (2007), Riet-Correa et al. (2008) e Guimaraes et al. (2012) relacionados a
ovinos acometidos por urolitiase em Jaboticabal-SP, Paraiba e Pernambuco. Estes autores, no
entanto, citaram ocorréncia de pielonefrite, cistite hemorragica difusa, presenca de urolitos na
bexiga e uretra, o que nio foi notado neste estudo.

Exame microscopico do sistema urinario

No exame histopatolégico do sistema urindrio foram observadas diversas alteracdes nos
rins e bexiga, que estdo descritas nos Quadros 4 e 5, respectivamente, e ilustradas nas Figuras 4 a 9.
Os fragmentos de ureter e uretra peniana, por sua vez, ndo demonstraram alteracdes
microscépicas. Isso se deve a auséncia de lesGes macroscopicas, como obstrucio uretral e ureteral
por calculos, com excecdo de um animal do Grupo controle, que apresentou obstrucio parcial
unilateral do ureter, conforme visualizado na Figura 3.

Entre as alteragdes histopatoldgicas renais descritas houve diferenca estatistica entre os
grupos somente em congestdo vascular leve e necrose tubular leve. O Grupo controle apresentou
congestao vascular leve em 30% dos animais, enquanto, no Grupo CA, apenas 7,5%. Quanto a
necrose tubular, 70% dos ovinos do Grupo Controle e 40% dos animais do Grupo CA apresentaram
essa alteracdo em grau leve.

As alteragdes que mostraram maior relevancia em ambos os grupos, em ordem crescente,
foram: sinéquias glomerulares em 18,3% (11/60) dos animais; congestdo vascular com 21,7%
(13/60) de cordeiros acometidos; proteina na luz tubular, que esteve presente em 35% (21/60)
dos cortes histoldgicos dos rins; infiltrado inflamatério mononuclear foi encontrado em 36,7%
(22/60) dos ovinos; e necrose tubular ocorreu em mais da metade dos rins dos cordeiros estudados
- 60% (36/60). Enquanto as demais alteracdes microscopicas, como dilatagdo e degeneracdo
tubular, e fibrose cortical, demonstraram pouca importancia devido a baixa prevaléncia
encontrada.

Congestdo vascular (Figura 4) foi observada em 10% dos animais do Grupo CA e em 45%
dos animais do Grupo controle, o que pode estar relacionado com processos inflamatérios (Maxie &
Newman 2007, Raekallio et al. 2010). Dilatagdo tubular apareceu em apenas 5% dos animais do
Grupo CA e 10% dos animais do Grupo controle. A degeneracdo tubular também foi notada em
poucos animais, sendo um animal de cada grupo.

Visualizou-se infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 5) em cerca de 40% dos animais
em ambos os grupos, com predominio de linfécitos e plasmdcitos. Ndo foi verificada presenca de
células polimorfonucleares, possivelmente por se tratar de lesdes inflamatérias mais cronicas
(Maxie & Newman 2007). Fibrose foi observada somente no Grupo CA, porém em apenas cinco
animais. El-Kammar et al. (2012) também observaram infiltrado mononuclear e fibrose nos rins de
caprinos com hidronefrose devido a inducao experimental de obstrucdo ureteral.

Observou-se necrose tubular (Figura 6) em 50% dos ovinos do Grupo CA e 80% do Grupo
controle, o que pode ser considerada lesdo renal mais relevante encontrada nos animais deste
estudo, visto que foi encontrada em muitos animais e por se tratar de uma alteragio irreversivel.

A presenca de proteina na luz tubular (Figura 7) apareceu em 37,5% dos cordeiros do
Grupo CA e 30% no Grupo controle, ou seja, de forma semelhante nos dois grupos. Isso pode ser
explicado pelo consumo da mesma dieta e pelo alto teor de PB (Braun et al. 2010, Botelho et al.
2012). Sinéquias glomerulares (Figura 8) estiveram presentes em 17,5% dos animais do Grupo CA
e 20% do Grupo controle. A ocorréncia dessa alteracdo também é diretamente afetada pela alta
ingestao proteica (20% PB), pois o animal acaba excretando o excesso de proteina ingerida pela
urina, o que categoriza proteindria pré-renal (Garcia-Navarro 2005), e danifica os glomérulos
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(Rabinowitz et al. 1973, Palviainen et al. 2012), contribuindo para a formagio do nucleo proteico do
urdlito (Antonelli et al. 2012).

A hiperproteneimia também se manifestou com niveis elevados de ureia sérica conforme
mostra a Tabela 6. Esses achados sugeriram grau leve de glomerulonefrite (Frelier et al. 1990).
Esses autores encontraram hipoalbuminemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia e uremia em quatro
cordeiros com mesangiocapilar glomerulonefrite tipo I, corroborando com a ureia aumentada deste
trabalho.

Em Medicina Veterinaria, os tipos morfolégicos das glomerulonefrites ndo sdo comumente
associados com a apresentagio clinica, curso clinico ou resolugdo, como observado em humanos
(Inkelmann et al. 2012). Sabe-se que o tipo mais frequente em cdes é a glomerulonefrite
membranoproliferativa. Para classificacdo morfolégica dessa enfermidade sugere-se a coloragao
com acido periddico de Schiff - PAS (Maxie & Newman 2007).

A presenca de proteina na luz tubular também categoriza lesdo tubular, visto que apenas
proteinas de baixo peso molecular (albumina) ultrapassam o glomérulo, porém sdo reabsorvidas
pelas células epiteliais tubulares. A proteintria pode resultar da diminuicido da capacidade de
reabsor¢do tubular ou de lesdo tubular, mas a maioria das proteindrias é uma consequéncia da
alteracdo da filtracdo glomerular (FRELIER et al, 1990). A proteiniria sem os achados de
sedimento inflamatério urindrio, que denotaria proteindria pés-renal, é o marco principal da
doenga glomerular (Garcia-Navarro 2005).

As alteracdes vesicais observadas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.
Notou-se congestio vascular leve (Figura 9) em um animal de cada grupo e infiltrado inflamatério
mononuclear em 10% dos animais em ambos os grupos. A auséncia de outras alteracdes pode ser
justificada pela inexisténcia de lesGes macroscépicas na bexiga, como cistite ou presenca de
calculos (Maxie & Newman 2007).

Embora ndo se tenha obtido casos de urolitiase obstrutiva durante o periodo experimental,
o uso do cloreto de amonio ndo impediu a formagdo de calculos renais, que foram visualizados no
exame macroscopico. No entanto, detectou-se menor niimero de animais do Grupo CA com necrose
tubular renal comparado ao Grupo controle. Isso demonstra que este acidificante urinario néo
predispde o desenvolvimento de leses renais pelo seu uso continuo na alimentacgido, mas que a
dieta rica em graos provoca alteragdes relevantes que foram detectadas no exame histopatologico.

Santarosa et al. (2008) e Barbosa et al. (2008) estudaram o perfil bioquimico renal e
hepatico, respectivamente, de ovinos confinados e suplementados com cloreto de amoénio e nao
verificaram aumento de ureia, creatinina e das enzimas hepaticas. Afirmaram que este sal
acidificante ndo provocou prejuizos aos rins e figado de ovinos. No presente estudo também nao foi
notado aumento dos exames bioquimicos de fun¢do renal que justificassem as alteragdes
encontradas no exame histopatoldgico, embora os niveis de ureia estivessem acima dos padrdes de
referéncia para a espécie ovina. Isso corrobora a literatura, que afirma existir aumento significativo
das alteragdes nos exames de fun¢do renal quando ocorre grande comprometimento dos néfrons,
em cerca de 70% (Kozloski et al. 2005, Braun et al. 2010), e neste estudo as lesdes microscépicas
encontradas foram classificadas como leve na maioria dos animais.

Os achados histopatoldgicos dos rins, como congestdo vascular, infiltrado inflamatoério,
degeneracdo e necrose tubular deste estudo, concordaram com os descritos por diversos autores
que relataram casos de urolitiase em ruminantes (Déria et al. 2007, Silva et al. 2008, Assis et al.
2009, Oliveira et al. 2013). Embora se tenha visualizado fibrose no rim em apenas um ovino do
Grupo CA, e dois animais de ambos os grupos com dilatagio tubular, Oliveira et al. (2013) também
descreveram estas lesdbes em um bovino com urolitiase. Os mesmos autores referiram
predominancia de linfécitos no infiltrado inflamatério, e presenga de proteina na luz tubular, assim
como ocorreu nos cordeiros deste estudo. Apesar de se detectar alta porcentagem de animais com
sinéquias glomerulares neste experimento, ndo foi observada degeneragdo glomerular como Silva
etal. (2008) relataram em um bovino.

As lesdes histopatoldgicas da bexiga foram compativeis aos descritos por Silva et al. (2008),
que relataram infiltrado inflamatério e congestdo da submucosa, porém estes autores discutiram
um caso de cistite secundaria a obstrucio total da uretra, o que nio ocorreu no presente estudo.

Concluiu-se que a dieta rica em concentrado proporcionou a formacao de calculos, mas ndo
de urolitiase obstrutiva. Os exames de ureia e creatinina ndo mostraram altera¢des na fungao renal
dos animais durante o periodo de confinamento. No entanto, a urinalise mostrou altera¢des como
presenca de cilindros granulosos no Grupo CA e cristaluria (predominancia de fosfato triplo) em
ambos os grupos. A dieta rica em grdos, com alto teor de proteina (20% PB) provocou lesdo renal,
comprovada pela proteindria na urindlise, e alta porcentagem de necrose tubular visualizada nos
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rins dos animais, além de outras altera¢cdes como sinéquias glomerulares e presenca de proteina na
luz tubular. Os animais do Grupo Controle, nio suplementados com cloreto de amdnio, tiveram
maior comprometimento renal pelo consumo da dieta rica em griaos ao exame histopatolégico
renal, e por consequéncia, este grupo apresentou maior porcentagem de animais com cristaluria e,
calculos no post-mortem.

Deve-se atentar para a alimentagdo rica em graos por periodos prolongados, como ocorre
com reprodutores e animais de elite, pois pode provocar lesdes renais, além da predisposi¢do para
o desenvolvimento da urolitiase; comprovou-se que esta dieta, fornecida no confinamento por 56
dias, foi capaz de provocar lesdo renal visualizada no exame macro e microscépico, além da
urinalise que mostrou a presenca de cilindros granulosos, porém nao afetou a funcionalidade renal
e consequentemente o crescimento e terminac¢do dos cordeiros.
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Legenda das Figuras

Fig. 1. Rim de um ovino do Grupo CA, apresentando congestdo da medular e pequenos célculos
(seta).

Fig. 2. Presenca de célculos na pelve e medular do rim de um ovino do Grupo CA, e amostra de
calculo.

Fig. 3. Rim direito de um ovino do Grupo controle apresentando dilatagdo do ureter devido a
presenca de calculos. Nota-se o aumento de volume renal.

Fig. 4. Ovino. Rim. Congestdo vascular, H.E. (20x).

Fig. 5. Ovino. Rim. Infiltrado inflamatério mononuclear (linfocitico), H.E. (20x).

Fig. 6. Ovino. Rim. Necrose tubular, H.E. (40x).

Fig. 7. Ovino. Rim. Proteina na luz tubular (material amorfo eosinofilico), H.E. (40x).

Fig. 8. Ovino. Rim. Sinéquia e esclerose glomerular, H.E. (40x).

Fig. 9. Ovino. Bexiga. Congestdo vascular, H.E. (40x).
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Os Quadros

Quadro 1. Médias ( X ), desvios-padrio (s) e medianas (Md) de creatinina (mg/dL) sérica,
nos diferentes momentos de colheita, de ovinos confinados com e sem suplementacio de
cloreto de amoénio (Grupo CA e Grupo controle).

Grupo CA (n=40) Grupo controle (n=20)
M X *S Md X *S Md
MO 1,10 £ 0,39 0,994a 0,98 + 0,54 0,864
M1 1,11+ 0,37 1,134 0,87 £ 0,24 0,854p
M2 0,85+0,28 0,834Ba 0,73+0,10 0,718b
M3 0,96 +0,91 0,8248a 0,73+0,09 0,728b
M4 0,75+0,19 0,738Ba 0,69 £0,11 0,718
M5 0,76 + 0,17 0,778a 0,75+0,19 0,814a
M6 0,80 £ 0,36 0,738 0,73+0,23 0,7082

abDiferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.
ABDiferenca estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

Quadro 2. Médias ( X ), desvios-padrao (s) e medianas (Md) de ureia (mg/dL) sérica, nos
diferentes momentos de colheita, de ovinos confinados com e sem suplementacao de cloreto
de amonio (Grupo CA e Grupo controle).

Grupo CA (n=40) Grupo controle (n=20)

X S Md X S Md
MO 49,96 + 23,53 44,18A8a 50,46 + 37,26 43,20482
M1 45,71 + 19,32 39,504a 45,57 + 12,46 44,9548
M2 59,59 + 16,77 56,1082 44,61+ 12,98 45,704ABb
M3 45,66 + 15,84 44,904a 61,75 + 26,93 62,704b
M4 55,48 + 16,73 53,75A8a 66,95 + 18,16 68,808Bb
M5 46,21 +£17,12 42,354a 51,50 + 21,47 46,554B2
M6 51,35+ 23,31 47,55A8a 54,87 + 25,38 48,10482

abDiferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos, no mesmo momento.

ABDiferenca estatistica (p<0,05) entre os momentos, no mesmo grupo.

M

Quadro 3. Alteragées macroscopicas do sistema urinario no post-mortem de ovinos
confinados com e sem suplementacio de cloreto de amonio (Grupo CA e Grupo controle).

Alteragdes Grupo CA (n=40) Grupo controle (n=20)
Calculos renais (pelve) 12,5% (5/40)2 25% (5/20)P
Dilatacdo da pelve renal 7,5% (3/40)2 5% (1/20)2
Perda da definicdo cortico-medular 15% (6/40)2 20% (4/20)2
Hidroureter e hidronefrose 0% (0/40)2 5% (1/20)2
Congestdo da medular renal 30% (12/40)2 30% (6/20)2

abdiferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com correcido de Bonferroni
(p<0,05).
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Quadro 4. Alteragdes microscopicas dos rins de ovinos confinados com e sem suplementacgao
de cloreto de amoénio (Grupo CA e Grupo controle).

Grupos
Alteragdes Grau
Grupo CA (n=40) Grupo controle (n=20)
Ausente 90% (36/40)> 55% (11/20)°
Congestdo vascular Leve 7,5% (3/40)? 30% (6/20)°
Moderado  2,59% (1/40)a 15% (3/20)2
Ausente 95% (38/40)> 90% (18/20)2
| Leve 0% (0/40)2 5% (1/20)2
Dilatagdo tubular
Moderado  2,59% (1/40)a 5% (1/20)3
Acentuado  2,5% (1/40)a 0% (0/20)2
Ausente 97,5% (39/40)2 90% (19/20)?
Degeneracao tubular
Leve 2,5% (1/40)2 10% (1/20)2
Ausente 50% (20/40)a 20% (4/20)°
Necrose tubular Leve 40% (16/40)2 70% (14/20)°
Moderado 10% (4/40)2 10% (2/20)2
Ausente 62,5% (25/40)2 60% (12/20)2
Infiltrado inflamatério mononuclear Leve 27,5% (11/40)° 30% (6/20)
Moderado 10% (4/40)2 10% (2/20)2
Ausente 62,5% (25/40)2 70% (14/20)2
Proteina na luz tubular Leve 37,5% (15/40)2 25% (5/20)
Moderado 0% (0/40)2 5% (1/20)2
’ Ausente 82,5% (33/40)2 80% (16/20)2
Sinéquias glomerulares
Leve 17,5% (7/40)a 20% (4/20)2
. _ Ausente 87,5% (35/40) 100% (20/20)2
Fibrose cortical Leve

12,5% (5/40)z

0% (0/40)a

abdiferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com correcdo de Bonferroni

(p<0,05).

Quadro 5. Alteragdes microscopicas da bexiga de ovinos confinados com e sem
suplementacio de cloreto de amonio (Grupo CA e Grupo controle).

Grupos
Alteracgoes Grau
Grupo CA (n=40) Grupo controle (n=20)
5 Ausente 97,5% (39/40)a 95% (19/20)a

Congestdo vascular

Leve 2,5% (1/40) 5% (1/20)

Ausente 90% (36/40)2 90% (18/20)2
Infiltrado inflamatério mononuclear Tove

10% (4/40)x

10% (2/20)2

abdiferenca estatistica entre as porcentagens das colunas, pelo teste Z com corre¢do de Bonferroni

(p<0,05).
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ANEXOS

Anexo 1: Analises bromatologica e de minerais da ragao total

Analise bromatologica da amostra de ragdo total utilizada no experimento
(realizada pelo Laboratério de Bromatologia — Departamento de Nutricdo e
Melhoramento Animal FMVZ/UNESP-Botucatu). Resultados expressos em

100% de matéria seca.

Variavel % MS % PB % EE % MINERAIS FB FDN FDA

Resultados 87,71 20,34 2,37 4,41 6,12 7,18 19,49
MS- Matéria seca; PB — Proteina bruta; EE — Extrato etéreo; FB — Fibra bruta; FDN — fibra em detergente
neutro; FDA — fibra em detergente acido.

Anadlise dos minerais da amostra de ragao total utilizada no experimento
(realizada pelo Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo — Campinas-

SP). Resultados expressos em matéria seca (ppm).

Minerais P Ca Mg S Fe Mn Cu Zn Na B Mo
Resultados 5515 4130 1710 2485 535 65 30 195 4975 155 10

P- fésforo, Ca- calcio, Mg- magnésio, S- enxofre, Fe- ferro, Mn- manganés, Cu- cobre, Zn- zinco, Na-
sodio, B-bario, Mo- molibdénio.
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Anexo 2: Niveis de garantia da composi¢cdo do sal mineral fornecido aos
animais dos dois grupos (Gl e Gll) durante o periodo experimental (Ovinofés
com Monensina®, Tortuga Companhia Zootécnica Agraria, Mairinque-SP,

Brasil), segundo informacgdes do fabricante.

Constituintes Valores (ppm)

Calcio 120.000
Fosforo 87.000
Enxofre 18.000
Ferro 1.800
Manganés 1.300
Cobre 590
Zinco 3.800
Sédio 147.000
Molibdénio 300
Fluor 870
Selénio 15
Cromo 20

lodo 80
Cobalto 40

Monensina 1.300




Anexo 3: Bioquimica sérica — Creatinina (mg/dL) nos momentos MO a M6.

GRUPO |
ANIMAL MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
01 0,60 0,46 0,90 0,89 0,80 0,78 0,85
02 0,81 0,63 0,64 0,88 1,09 0,78 0,71
03 1,30 0,57 0,49 0,78 0,59 0,88 0,69
04 1,21 1,21 0,48 0,85 0,64 0,67 0,73
05 0,57 0,81 0,86 1,00 0,75 0,77 0,73
06 0,96 0,78 0,66 0,87 1,32 0,84 0,83
07 0,61 1,12 0,54 0,82 0,53 0,58 0,81
08 0,95 1,28 0,84 0,98 1,10 0,84 0,72
09 0,80 1,31 0,66 0,75 0,70 0,80 0,82
10 1,20 1,18 0,95 0,83 1,08 1,06 0,86
11 1,53 1,79 0,83 0,89 1,05 1,18 2,95
12 0,91 1,39 0,37 0,67 0,86 0,66 0,58
13 1,03 1,05 0,69 0,86 0,67 0,66 0,83
14 1,09 1,14 0,80 0,79 0,84 0,91 0,68
15 1,36 1,40 0,89 0,91 0,92 0,94 0,76
16 1,60 1,05 0,68 0,86 0,83 0,75 0,73
17 1,28 1,28 0,81 0,99 0,99 0,78 0,82
18 1,45 0,81 0,77 1,01 0,96 1,20 0,96
19 0,95 1,36 0,55 0,87 0,83 0,89 0,84
20 1,41 1,24 0,60 0,81 0,79 0,79 0,80
21 1,88 1,25 0,84 0,73 0,72 0,67 0,94
22 0,60 1,74 0,73 0,72 0,47 0,55 0,85
23 0,95 1,37 2,10 0,74 0,59 0,58 0,58
24 0,94 0,95 1,22 0,95 0,71 0,88 0,83
25 1,05 1,45 0,87 0,84 0,64 0,77 0,73
26 1,18 0,95 1,00 1,08 0,74 1,03 0,86
27 1,78 1,41 0,78 0,74 0,50 0,79 0,58
28 0,87 1,88 0,90 0,62 0,59 0,82 0,66
29 0,75 0,60 1,05 0,76 0,58 0,74 0,74
30 0,81 0,95 0,91 0,90 0,79 0,81 0,66
31 2,03 0,64 0,99 6,58 0,57 0,66 0,78
32 1,25 0,89 1,12 0,79 0,62 0,55 0,66
33 1,74 1,72 1,07 0,95 0,87 0,61 0,68
34 1,37 0,75 1,00 0,70 0,81 0,66 0,64
35 0,65 0,81 0,81 0,78 0,60 0,39 0,79
36 0,62 1,78 0,72 0,65 0,64 0,72 0,63
37 0,64 1,37 0,83 0,69 0,42 0,62 0,63
38 0,89 0,65 0,99 0,74 0,77 0,76 0,68
39 1,72 0,62 1,22 0,67 0,63 0,58 0,60
40 0,73 0,89 0,97 0,57 0,55 0,50 0,68
GRUPO Il
41 0,82 0,94 0,60 0,70 0,77 0,82 0,63
42 0,87 0,60 0,62 0,70 0,63 0,61 0,87
43 1,04 0,93 0,76 0,78 0,79 1,17 0,74
44 1,30 1,36 0,65 0,67 0,76 0,81 0,74
45 1,01 1,15 0,89 0,72 0,73 0,85 0,77
46 0,86 0,92 0,71 0,68 0,52 0,82 0,64
47 1,05 0,80 0,60 0,75 0,45 0,80 0,56
48 0,90 1,06 0,98 0,77 0,77 0,93 0,83
49 1,15 0,94 0,81 0,84 0,81 0,86 0,84
50 0,90 0,84 0,72 0,87 0,77 0,85 0,87
51 0,69 0,73 0,67 0,68 0,60 0,60 0,49
52 3,10 0,72 0,77 0,85 0,67 0,66 0,59
53 0,81 0,35 0,70 0,68 0,55 0,62 0,63
54 0,73 1,28 0,77 0,64 0,67 0,84 0,68
55 0,72 0,83 0,63 0,56 0,60 0,64 0,58
56 0,35 0,73 0,78 0,86 0,84 0,92 1,57
57 1,28 0,86 0,70 0,73 0,82 0,86 0,72
58 0,83 1,05 0,76 0,72 0,79 0,61 0,59
59 0,73 0,55 0,89 0,81 0,70 0,25 0,76
60 0,53 0,67 0,63 0,54 0,49 0,52 0,48
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Anexo 4: Bioquimica sérica — Ureia (mg/dL) nos momentos MO a M6.

GRUPO I
ANIMAL MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
01 27,3 50,3 44,8 48,2 37,2 37,2 60,7
02 55,6 39,1 42,0 45,3 43,7 27,2 51,3
03 28,4 26,5 33,0 54,5 33,8 24,6 73,9
04 48,8 29,6 69,9 80,0 46,8 41,5 82,2
05 22,7 26,3 44,2 49,6 34,7 30,8 46,6
06 60,1 32,6 33,6 55,1 77,8 32,5 50,3
07 40,1 28,6 58,2 58,2 51,0 29,5 53,9
08 42,7 60,5 62,6 53,8 45,3 35,8 47,6
09 31,9 31,8 97,4 61,3 67,1 61,3 53,2
10 52,7 34,4 56,0 42,9 40,9 29,3 60,0
11 40,8 28,6 99,5 42,2 53,7 33,4 171,9
12 41,1 30,0 65,3 40,8 35,2 22,1 33,6
13 30,4 33,7 55,1 43,2 44,9 31,2 47,5
14 66,2 36,2 43,5 52,7 33,6 33,8 49,4
15 57,8 42,6 49,4 64,5 61,1 43,5 63,3
16 38,9 53,5 49,4 44,9 37,4 30,5 50,3
17 27,3 354 43,7 60,1 72,0 471 55,3
18 79,2 49,4 51,7 65,5 36,8 32,1 65,2
19 47,5 39,9 60,9 73,9 34,4 45,8 42,1
20 53,7 45,3 54,0 48,7 38,5 26,6 46,8
21 76,9 66,2 42,5 36,7 71,4 78,7 38,7
22 29,6 57,8 50,5 23,2 45,3 60,3 37,6
23 79,5 38,9 85,9 20,5 47,9 58,3 37,9
24 47,8 27,3 52,1 21,6 58,9 66,8 46,7
25 24,0 79,2 46,4 18,3 64,2 67,6 41,6
26 62,3 47,5 56,2 41,4 66,7 43,2 19,6
27 45,7 36,7 33,4 291 53,8 62,0 36,4
28 39,2 82,6 68,0 50,4 97,2 57,1 45,5
29 24,9 64,2 50,9 49,4 45,3 35,4 39,6
30 25,2 59,4 58,6 36,1 70,8 91,5 51,1
31 122,8 20,1 89,3 38,2 61,8 37,6 45,6
32 36,7 7,5 67,5 43,2 62,0 55,4 51,6
33 82,6 82,6 73,5 41,5 53,3 66,2 40,3
34 64,2 64,2 85,4 25,9 75,4 57,8 55,5
35 59,4 36,7 67,1 50,8 63,6 52,0 66,9
36 201 82,6 54,6 14,6 60,2 81,4 58,4
37 72,5 64,2 78,5 30,6 57,2 49,6 46,9
38 39,5 59,4 61,5 441 59,8 37,4 43,2
39 114,6 20,1 76,7 80,1 98,9 34,3 22,9
40 38,1 77,3 71,1 38,0 79,9 60,0 231
GRUPO I
41 41,2 37,0 44,4 105,2 41,5 41,2 46,5
42 14,9 50,7 56,6 59,8 37,5 25,9 36,2
43 27,8 26,9 24,9 93,5 99,6 49,7 60,0
44 40,9 30,7 22,5 77,3 72,9 26,2 43,2
45 76,6 57,0 53,0 89,5 77,8 30,8 75,4
46 31,3 38,9 35,1 67,9 71,6 56,0 52,4
47 71,9 62,8 44,7 66,8 50,2 26,9 49,7
48 45,2 38,2 30,1 57,6 55,8 34,7 58,0
49 58,3 45,7 57,7 107,0 76,5 42,1 54,2
50 84,7 45,6 54,1 95,2 79,4 40,6 40,9
51 48,8 31,3 60,3 35,9 48,6 38,6 12,3
52 179,7 71,9 29,3 32,0 55,4 72,3 45,6
53 29,0 45,2 45,9 29,0 42,4 44,9 32,1
54 10,9 58,3 45,5 49,2 60,3 105,3 43,3
55 6,5 35,1 48,4 48,1 102,5 50,9 70,8
56 70,9 44,7 26,9 65,6 66,0 64,0 128,9
57 34,3 30,1 65,5 72,3 75,6 72,1 72,4
58 33,4 57,7 56,1 31,5 78,3 86,4 98,2
59 55,2 59,6 54,8 21,3 63,8 48,2 40,4
60 47,8 44,1 36,5 30,4 83,4 73,2 36,9
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Anexo 5: Leitura das laminas histopatoldgicas dos rins.
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Legenda: 0 (ausente); 1 (leve); 2 (moderado); 3 (grave)
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Anexo 6: Leitura das laminas histopatoldgicas da bexiga.
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Legenda: 0 (ausente); 1 (leve); 2 (moderado); 3 (grave).



