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UTILIZACAO DO CLORETO DE AMONIO NA PREVENCAO DE UROLITIASE
EM OVINOS

RESUMO

A urolitiase apresenta alta incidéncia em ovinos confinados, etiologia multifatorial
e pode causar prejuizo econdémico. O objetivo com o presente estudo foi
determinar a capacidade da acidificacao urinaria utilizando cloreto de amoénio em
ovinos. Foram utilizados 25 ovinos, machos, com idade de trés meses,
confinados e divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo GC (Controle)
(n=5) néo recebeu Cloreto de Amdnio; Grupo G200 (n=10) (200 mg/kg/PV) de
Cloreto de Amobnio por 56 dias consecutivos; Grupo G500 (n=10) (500
mg/Kg/PV) de Cloreto de Amonio por 56 dias consecutivos, administrados
diariamente por via oral. Os Momentos (M) de colheita de amostras e avaliacao
clinica foram realizados com intervalo de sete dias, sendo M1 (imediatamente
antes do Cloreto de Amoénio), M2 (sete dias apos) até M9, totalizando 70 dias de
confinamento. Foram realizados hemogasometria, concentracdo sérica de ureia
e creatinina e avaliacdo ultrassonogréfica do trato urinéario. Na urinalise, houve
uma maior incidéncia de cristais de fosfato aménio magnesiano no inicio do
estudo, com migracdo para formacao de cristais de urato, principalmente no
G500, devido a acidificacao urinaria. Nao houve alteracbes hemogasométricas,
na bioquimica sérica, no liquido ruminal ou alteracBes ultrassonogréaficas. A
acidificacao urinaria foi obtida e mantida a partir do M7 durante a administracao
do Cloreto de Aménio no grupo G500, ndo ocorrendo nos outros grupos de

estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Litiase, Urinalise, Gasometria, Ultrassonografia.



USE OF AMMONIUM CHLORIDE IN THE PREVENTION OF UROLITHIASIS
IN SHEEP

SUMMARY

Urolithiasis has high incidence in confined sheep, multifactorial and may cause
economic injury. Our aim was to determine the capacity of urinary acidification
using ammonium chloride in sheep. Twenty-five male sheep, aged three
months, confined and randomly divided into three groups were used: CG Group
(n =5) did not receive Ammonium Chloride; G200 Group (n=10) (200 mg / kg /
LW) of Ammonium Chloride for 56 consecutive days; G500 Group (n=10) (500
mg / kg / LW) of Ammonium Chloride for 56 consecutive days, administered
daily orally. Sampling times and clinical evaluation were performed at seven
days, with M1 (immediately before Ammonium Chloride), M2 (seven days after)
until M9, totaling 70 days of feedlot. Hemogasometry, serum urea and creatinine
concentration and ultrasound evaluation of the urinary tract were performed. In
the urinalysis, there was a higher incidence of ammonium magnesium
phosphate crystals at the beginning of the study, presenting a migration to the
formation of urate crystals, mainly in the G500 due to urinary acidification. There
were no hemogasometric, serum biochemistry, ruminal fluid or ultrasonographic
changes. Urinary acidification was obtained and maintained after M7 during the
administration of Ammonium Chloride in the G500 group, not occurring in the
other study groups.

KeyWords: Lithiasis, Urinalysis, Blood gas analysis, Ultrasonography.
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1 INTRODUCAO

A alta incidéncia de urolitiase obstrutiva em ovinos ocorre principalmente
em animais confinados, é multifatorial e tema de diversos estudos, pois provoca
prejuizos econdmicos, afetando a saude reprodutiva do animal e até mesmo
levando a sua morte (GUIMARAES et al., 2012). Tais complicacdes podem levar
a necessidade de tratamento cirargico, afetando principalmente machos (por
motivos anatdmicos) e principalmente aqueles submetidos a castracdo precoce
para ganho de peso (VAN METRE; FUBINI, 2006).

Os principais fatores associados a litogénese s&o: estase urinaria,
desidratacdo, baixa ingestdo de liquido, pH urinério alcalino, a diminuicdo de
fatores protetores urinarios e o aumento da excrecdo de minerais na urina,
principalmente devido ao desbalanco na concentracdo de componentes
calculogénicos na racdo, como dietas ricas em proteinas, calcio, magnésio ou
fésforo, ou mesmo a ingestdo de plantas ricas em oxalato ou silica (STEWART
et al., 1990). Alguns autores (FERREIRA et al., 2009, 2014) utilizaram o Cloreto
de Amonio e a vitamina C (&cido ascorbico) como forma de acidificar a urina,
levando a resultados conflitantes e até mesmo induzindo formacéo de calculose
urindria.

O objetivo do trabalho foi identificar a dose necessaria de Cloreto de
Amadnio para promover a acidificacdo urinaria em ovinos, analisado através da
urindlise e complementado pela ultrassonografia, andlise bioquimica e

hemogasométrica, como forma de prevencédo da urolitiase em ovinos.
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2 REVISAO DA LITERATURA:

2.1 UROLITIASE

A urolitiase obstrutiva é doenca frequente, sendo influenciada
principalmente pelo fator nutricional em diversas espécies, incluindo humanos,
apresentando grande interesse econdmico (AQUINO NETO et al., 2007). A
incidéncia € elevada em machos, por motivos anatdmicos e em animais em
confinamento, por elevado teores de célcio, fésforo e magnésio, levando a um
desequilibrio ibnico, j& que a urina de ruminantes é alcalina, tornando-a insoluvel,
ocorrendo precipitacdo de cristais de magnésio e célcio, principalmente onde
ndo ha oferta abundante de agua (AQUINO NETO et al., 2007). Fatores
protetores na formacao da urolitiase (como os colbides) apresentam capacidade
limitada, ocorrendo precipitacdo de solutos, agregacdo de componentes
calculogénicos e assim a formacéo de calculos urinarios (VAN METRE; DIVERS,
2006). A hiperconcentracdo urinaria, quando associada a dietas ricas em
concentrados e pobres em volumosos, diminuem a ruminacdo, levando a
excrecdo aumentada de fésforo na urina e quando associada a estase urinaria,
leva a formacdo de compostos insollveis, com agregacdo e favorecimento da
litogénese (LORETTI et al.,, 2003). O ndcleo formado vai promovendo
agregacao, precipitacdo e concrecao ao seu redor, aumentando de volume e
ocasionando complicagfes no trato urinario (RADOSTITS et al., 2002).

O pH da urina é extremamente importante na inducao ou na protecao da
urolitiase. Quando alcalino, pode favorecer a formacéo de célculos de carbonato,
fosfato amorfo ou fosfato de calcio (apatita) e fosfato triplo ambnio magnesiano
(estruvita), sendo estes 0s mais frequentes, principalmente pela dieta de animais
em sistema de manejo intensivo, que séo ricas em graos que contém magnésio
e fosforo (RADOSTITS et al., 2002).

Animais de manejo extensivo que se alimentam de plantas ricas em
oxalato e silica podem predispor a formacdo de calculos dessas substancias
(STEWART et al., 1991). Esses autores, estudando o uso do Cloreto de Aménio

na dieta de ruminantes, observaram que no grupo com suplementacéo de 1% do
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peso vivo (PV) na dieta ou mesmo naquele com suplementacao adicional de
calcio, ndo apresentou urolitiase, concluindo que o Cloreto de Aménio funciona
como fator protetor, em conjunto com uma associacdo adequada de Ca:P na
proporcdo de 2:1. Esses estudos sdo semelhantes ao de Riet-Correa et al.
(2008), que sugeriram oferta abundante e facil acesso a agua, associado a
frequente limpeza dos cochos, como forma de favorecer a palatabilidade do
Cloreto de Amoénio e estimular o consumo pelos animais, além da abolicdo da
administracdo de sal mineral em animais alimentados com gréaos, para que nao
haja possibilidade de urolitiase obstrutiva. A acidificagdo urinaria com Vitamina
C € uma alternativa pouco eficiente, como demonstrada pelos estudo de Ferreira
em 20009.

O diagnostico da urolitiase em ovinos é baseado nos sinais clinicos e
complementado com exames laboratoriais (urindlise e bioquimica sérica) e
exames de imagem, frequentemente a Ultrassonografia dos rins e vias urinarias
(GARCIA-NAVARRO, 2005). A obstrucéo da via urinéria leva a sinais e sintomas
decorrentes da injuria trauméatica do epitélio do trato urinario e da distensdo
vesical, como andria, estrangulria, agitacdo, edema genital, anorexia, balancar
da cauda, escoiceamento do abdome, bruxismo, dificuldade de marcha,
inquietagéo e prolapso retal, que podem ser confundidos com desordens
gastrointestinais. A hematuria ou a proteindria podem ser identificadas na
urinalise, bem como a multicelularidade decorrente de trauma epitelial, nos
casos de obstrucdo parcial (GARCIA-NAVARRO, 2005; GUIMARAES et al.,
2012). A partir da confirmacdo do diagnéstico, procede-se ao imediato
tratamento no intuito de se evitar as complicacbes da obstrucdo, como o
desequilibrio hidroeletrolitico, que pode ser fatal (EWOLDT et al., 2006).

O tratamento da urolitiase depende de diversos fatores, como a
quantidade de calculos, a localizacdo, o grau de obstrucdo e suas
consequéncias, sendo em geral cirlrgica, através de inUmeras técnicas ja
descritas (EWOLDT et al., 2008). Os locais mais comuns de obstru¢cdo sao o
apéndice vermiforme e a flexura sigmoide, podendo também ocorrer em locais

como o trigono vesical e a juncao uretero-piélica (EWOLDT et al., 2006; VAN
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METRE et al., 2006), sendo que a cistostomia com sonda vesical € método
efetivo no tratamento das complica¢gBes da urolitiase (EWOLDT et al., 2008).

O sal mineral contido na dieta deve ser aumentado gradualmente para
estimular a ingestdo de agua e o aumento do volume urinario. Esse deve ser
misturado a racdo e nédo ser oferecido de forma livre, de forma a atingir o limite
de cerca de 3-5% da matéria seca diaria (STRATTON-PHELPS; HOUSE, 2004);
de acordo com Riet-Correia et al. (2008), esse limite deve ser de até 4% da MS.

Como alternativa a suplementacdo do cloreto de sodio, o Cloreto de
Amonio pode ser utilizado na quantia de 0,5-1% de matéria seca diaria, levando
a reducdo do pH, tornando minerais calculogénicos mais sollveis na urina,
através da promocao de uma dieta aniénica (STRATTON-PHELPS; HOUSE,
2004). O Cloreto de Amdnio é convertido em ureia e acido cloridrico no figado,
levando a uma maior liberagdo de ions H+, podendo provocar acidose
metabdlica, sendo excretado nos tubulos renais como forma de compensacédo
da acidemia ou ligar-se ao bicarbonato, levando a formacao de um acido instavel
(acido carbbnico), se dissociando em gas carbbnico, que é expelido pela
respiracdo e forma agua. O cloreto restante e a ureia provocam aciduria,
aumento da ingestdo de agua e diurese osmatica, sendo eliminado na forma de
cloreto de sodio (PUGH, 2002; SMITH, 1994).

Jones et al. (2009) estudaram a diferenca cation-anibnica da dieta
(DCAD), concluindo que a dieta sem diferenca ibnica mostrava-se de melhor
utilidade para acidificagédo urinaria. Esse célculo do DCAD é feito basicamente
pela formula [(Na + K) — (Cl + S)]. A adi¢do de anions pode levar a acidose
metabdlica pelo aumento compensatoério de ions H* no meio extracelular, que €
excretado pelos rins para manter homeostase, porém com diminuicdo do pH
urinério, servindo como forma de prevencao a urolitiase (JONES et al., 2009).
Esses mesmos autores obtiveram DCAD nulo com suplementacéo de 0,68% de
Cloreto de Amdnio/PV da dieta. Apesar da demora para obtencéo de pH acido
urindrio em comparacado a doses maiores, houve manutencédo da aciddria sem
complicacbes como a acidose metabdlica.

O objetivo é manter o pH da urina entre 6-6,5. Mavangira et al. (2010)

obtiveram pH urinario menor de 6,5 em caprinos com dose de 450mg/Kg/PV de
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Cloreto de Amonio/dia ou 2,25% da ingestdo de MS e observaram maior
quantidade de cristais em animais que néo receberam Cloreto de Amonio. Foi
observada uma maior excre¢ao de calcio na urina, podendo levar a formacéo de
calculose proveniente desta substancia em meio acido (PUGH, 2002).

Desta forma, o Cloreto de Amonio mostra-se seguro como forma de
prevencdo de urolitiase em ovinos, principalmente em calculos de estruvita e
apatita, que sao os mais frequentes (EWOLDT et al., 2006; MACLEAY et al.,
2004; VAN METRE et al., 2006). O feno e a reducao na oferta de graos ricos em
fésforo e magnésio podem levar a diminuigcdo na inducao de litiase de fosfato
(LORETTI et al., 2003). Como forma de prevencédo de complicagbes, deve-se
evitar pH urinario menor de 6,0, principalmente a longo prazo, aumentando a
chance de célculos de pH acido, como oxalato de céalcio (MACLEAY, 2004).

Mavangira et al. (2010) estudando caprinos, testou as doses de 200, 400
e 500 mg/Kg/dia por via oral em 8 animais, ndo havendo acidose metabdlica ou
impalatabilidade. N&o houve aumento da cristaliria com suplementacdo de
Cloreto de Amobnio até o 8° dia de estudo. A dose de 200 mg/Kg/dia ndo acidificou
a urina, a dose de 400 mg/Kg/dia promoveu urina &cida, porém por um periodo
menor que 20 h e a dose maior mostrou-se efetiva por mais de 30 horas,
concluindo dessa forma que a dose de 450 mg/Kg/dia por via oral seja a ideal.

2.2 URINALISE

A urindlise é um exame que pode demonstrar sinais que sugerem litiase.
A coloracdo da urina, a presenca de hem@acias, proteinas e a leucocitlria podem
ser sinais desta enfermidade (GARCIA-NAVARRO, 2005; RADOSTITS, 2002).
A presenca de cilindros pode significar lesé@o tubular decorrente da presenca de
litiase, podendo alterar o pH e encontrarmos alteracdo no sedimento decorrente
da descamacao celular (STOCKHAM; SCOTT, 2008).

A coleta da urina pode ser por puncdo supra-pubica, cateterizagdo ou
mic¢do. Deve-se avaliar volume, cor, odor, aspecto e densidade no exame fisico.
O volume pode ser alterado de acordo com o grau de hidratacdo do animal. A
coloracdo em geral € amarelada por conta de pigmentos urinarios, porém pode

estar alterada por presenca de hemécias ou entdo esverdeada pela presenca de
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sais biliares. O odor urinario é classificado como sui generis, podendo estar
alterado em caso de infec¢do urinéria. O aspecto limpido é o mais usual, estando
alterado com a presenca de cilindros, células de descamacdo ou mesmos
cristais. A densidade urinaria é importante como forma de se avaliar a
capacidade de concentracdo renal, podendo estar alterada em casos de
insuficiéncia renal ou uso de medicamentos, como diuréticos, devendo ser
avaliada sempre em conjunto com outros fatores (GARCIA-NAVARRO, 2005)

No exame quimico sédo avaliados pH, presenca de proteinas, glicose,
cetonas, sangue oculto e pigmentos biliares. O pH dos herbivoros é alcalino,
podendo estar acido em caso de infeccdo urindria, acidose metabdlica,
respiratoria ou administracédo de Cloreto de Amonio.

As proteinas em geral sdo repelidas pela sua carga negativa no glomérulo,
porém algumas de baixo peso molecular passam em direcdo aos tubulos renais
e sdo reabsorvidas. Em caso de patologias como a pielonefrite ou a insuficiéncia
renal, ha presenca de proteinas abundantes na urina (KANEKO et al., 2008).

A glicose é reabsorvida nos tubulos renais, porém pode estar presente na
urina em situac6es onde ha hiperglicemia ou déficit na absorcao tubular. Em
ovinos, pode haver glicosuria, aumento da densidade urinaria e aciduria devidos
a acidose lactica rumenal (ARAUJO et al., 2009).

A hemoglobindria pode decorrer de obstrucdo urinaria ou leséo
glomerular, podendo ser diferenciada pela presenca de cilindros hematicos ou
entdo pelo dismorfismo eritrocitario. Ela pode também estar presente devido a
processos inflamatérios do prepucio, bem como os leuc6citos. Havendo muitos
leucdcitos, deve-se suspeitar de infeccdo do trato urinario, devendo-se realizar
puncéo vesical asséptica para realizacdo de urocultura confirmatéria (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

Os cilindros podem ser hialinos pela deposicdo de proteinas nos tubulos
renais, leucocitario ou hematicos. Os hialinos podem estar presentes na urina e
ndo necessariamente significar doencas, porém o0s outros frequentemente
indicam alteracdo urinaria. A cristalUria € a presenca de cristais no sedimento

urinario e podem ser Uteis quando em grande quantidade para suspeicdo de
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litiase urinédria. Dependem do pH urinario e da presenca de determinados
substancias, como o &cido drico. (ARAUJO et al., 2009).

2.3 HEMOGASOMETRIA

Trata-se de um exame necessario para analisar gases sanguineos e o
equilibrio acido-béasico, podendo ser realizado com sangue venoso ou arterial,
em aparelho convencional ou portatil. Apds obtencdo da amostra, esta deve ser
refrigerada (4 a 8°C) e processada em até 6 h para identificacdo dos disturbios
do equilibrio acido-bésico (LEAL et al., 2006). S&o analisados pressdo de
oxigénio (PO2), dioxido de carbono (PCO2), potencial hidrogeniénico (pH),
bicarbonato plasméatico (HCOs, didéxido de carbono total (TCO2) e excesso de
base (EB). Deve-se sempre calibrar o aparelho para temperatura do animal (39-
39,5°C) (GARCIA-NAVARRO, 2005).

A correcao das alteracdes do desequilibrio &cido-basico ocorre por meio
do tamponamento quimico sérico e correcao respiratéria, de forma rapida e dos
rins, mais lentificada. A acidose latica rumenal pode levar a acidose metabdlica,
sendo caracterizada pela diminuicdo do pH e HCO 3 (KANEKO et al., 2008).

Deve-se evitar acidificacdo urinaria excessiva pelo risco de diminui¢do da
ingestdo de racédo e o risco de acidose metabdlica, conforme descrito por Singh
et al. (2007), Las et al. (2007) e MacLeay et al. (2004).

DCAD negativa leva a acidificacdo urinaria podendo proporcionar acidose
metabolica, levando a prevencéo da litiase urinaria (MAVANGIRA et al., 2010;
STRATTON-PHELPS; HOUSE, 2004); porém deve ser evitada pelo risco de
osteoporose, quando por periodo prolongado.

Jones et al. (2009) adicionaram Cloreto de Amoénio para estabelecer
DCAD neutra na racdo de caprinos e obtiveram urina &cida (pH 6-6,5), sem
alteracdo do pH sanguineo, servindo também como fator inibidor a formacéo de
litiase. Porém Ferreira et al. (2014) induziram a formacéo de litiase em ovinos
com o uso de Cloreto de Amoénio na dose de 400 mg/Kg/dia na racdo, mesmo
obtendo acidificacdo urinaria. Além disso, foram encontrados casos de acidose
metabodlica compensada.Portanto, ndo ha consenso sobre o uso do Cloreto de

Amonio na prevencgdo de litiase urinaria em ovinos, justificando esse estudo.
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2.4 ULTRASSONOGRAFIA DO SISTEMA URINARIO

A Ultrassonografia (US) € um método de diagndstico por imagem com
utilizacao frequente em trato urinario pela sua capacidade de identificacdo de
calculos, sejam eles radiopacos ou radioluscentes (SCOTT, 2013), bem como
das complicacdes decorrentes desta enfermidade (RADOSTITS et al., 2002).
Trata-se de exame nao-invasivo, de baixo custo, que complementa o exame
fisico e a urinalise (WIDMER et al., 2004).

Pode-se avaliar o grau de hidronefrose, lesdo vesical, alteracées do
parénquima renal, bem como extravasamento de urina para o peritdnio (SCOTT,
2013). Utiliza-se em geral transdutor setorial de 5MHz, modo B. O transdutor
linear € atil para avaliar 6rgaos mais superficiais, com uso limitado em estruturas

profundas, como a mensuracao de uma bexiga distendida (SCOTT, 2013).

3 OBJETIVOS
Avaliar o efeito do uso do cloreto de aménio na dose de 200 mg/Kg/PV e

500 mg/Kg/PV na acidificacdo urinéria, como preventivo para urolitiase.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e ambiente de experimentacao

Baseado em modelo desenvolvido por Ferreira et al. (2014), foram
utilizados 25 ovinos, machos, das racas Dorper, Santa Inés e Morada Nova, com
idade aproximada de trés meses, confinados, divididos de forma aleatoria em 3
grupos: G200 (n=10) 200 mg/Kg/PV de Cloreto de Amonio/animal/dia; G500
(n=10) 500 mg/Kg/PV de Cloreto de Aménio/animal/dia e GC (n=5) controle, sem
adicédo de Cloreto de Amoénio e estudados por um periodo de 56 dias. Todos 0s
animais foram desverminados® e vacinados contra clostridioses®. Foram
adaptados ao ambiente por 14 dias, em ambiente comum, em condicdes de
umidade, temperatura e luminosidade idénticos, com limpeza diaria do local,

1 Zolvix, Novartis Saude Animal.

2 Glanvac 6, Fort Dodge Saude Animal, Campinas-SP
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sendo o periodo total de confinamento de 70 dias. A &rea do local era de 730 m?,
correspondendo a 29,2 m? por animal.

Nas tercas-feiras eram realizadas a pesagem dos animais e do Cloreto de
Amaonio que seria administrado na semana, bem como o exame fisico de todos
animais. Nas quartas-feiras eram coletados urina e sangue de todos os animais,
com armazenamento em ambiente refrigerado das amostras e entrega imediata
no laboratorio para andlise. Nas quintas-feiras eram realizadas a avaliacdo
ultrassonografica de todos animais. O Cloreto de Aménio era administrado por via
oral diariamente, baseado no peso e no grupo estudado, diluido em cerca de 20
ml de agua destilada. Os animais do GC recebiam 20 ml de agua destilada
somente.

A alimentacdo consistiu em racdo total para ovinos composta de
90,71% de matéria seca, fornecida diariamente pela manhd em 0,5m de
cocho/animal. Nado foi fornecido sal mineral. A agua era fornecida em dois
cochos, ad libitum, sendo proveniente da empresa SAMAR (Solucdes
Ambientais de Aracatuba).

A racdo foi amostrada conforme orientacdo da empresa de analise
(ARASOLO - www.arasolo.com.br) e submetida a analise bromatoldgica,
sendo caracterizada pelos seguintes niveis em matéria seca (MS): 16,19% de
proteina bruta, 3,27% de extrato etéreo, 15,67% de fibra bruta e 5,87% de
minerais. Foram realizadas analise dos minerais da racdo total utilizada
no experimento. As dosagens de célcio e fosforo foram de 12900 ppm e 2400
ppm de MS, respectivamente, o que resultou proporcao Ca:P de 5:1. O consumo
meédio diario de racdo foi de 3% do PV, com média durante todo o periodo

experimental de 1,15kg de racao total por dia por animal.

4.2 Grupos experimentais e protocolo experimental
Os Grupos experimentais (G200, G500 e GC) foram avaliados quanto a
incidéncia de urolitiase durante todo o experimento de acordo com o protocolo

abaixo, divididos em momentos (M):
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M1 - imediatamente antes do inicio da ingestdo de Cloreto de Amonio
(14 dias de confinamento);

M2 - 7 dias de ingestdo de Cloreto de Amoénio nos grupos G200 e G500
(21 dias de confinamento);

M3 — 14 dias de ingestéo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500
(28 dias de confinamento);

M4 — 21 dias de ingestéo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500
(35 dias de confinamento);

M5 — 28 dias de ingestéo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500
(42 dias de confinamento);

M6 — 35 dias de ingestéo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500
(49 dias de confinamento);

M7 — 42 dias de ingestéo de Cloreto de Amoénio nos grupos G200 e G500
(56 dias de confinamento);

M8 — 49 dias de ingestéo de Cloreto de Aménio nos grupos G200 e G500
(63 dias de confinamento);

M9 — 56 dias de ingestéao de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500

(70 dias de confinamento) e fim do confinamento.

Procedia-se a avaliacdo clinica [Temperatura Retal (TR), Movimento
Ruminal (MR), Frequéncia Cardiaca (FC) e Frequéncia Respiratéria (FR)],
laboratorial (sangue e urina) e ultrassonografica semanal, sempre no periodo de

7 a 9h da manha.

4.3 Colheita de amostras

4.3.1 Urindlise

Foram realizadas com mic¢édo natural ou forgada, interrompendo-se a
respiracdo com oclusdo das narinas durante 10 a 20 segundos, conforme
descrito por Garcia-Navarro (2005). As amostras foram acondicionadas em
frascos estéreis, armazenadas em refrigeracéo de 4-8°C até serem analisadas,

logo apos a sua coleta.
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Foram avaliados volume (mL), cor, odor, aspecto, densidade, pH,
proteinas, glicose, acetona, urobilinogénio, sangue oculto e sais biliares atraves
de fita reagente3. A urina (5mL) era centrifugada a 7000 x G por cinco minutos,
desprezando o sobrenadante, restando 0,5 mL de urina para analise do
sedimento, incluindo identificacdo de células do trato urinério, heméacias e
leucécitos, além de cilindros, cristais, bactérias, espermatozoides e muco,

através de microscopia 6tica comum, com aumento de 400 vezes.

4.3.2 Hemogasometria

Para o exame hemogasométrico foi colhido 1mL de sangue da veia
jugular, em seringa de polietileno previamente heparinizada®, acoplada,a uma
agulha 25 x 7mm (sistema de luer lock), vedada com borracha, armazenada a
4-8°C e levado imediatamente para avaliacao hemogasométrica
automatica no laboratério, com aparelho calibrado a 39°C>. Foram
mensurados os valores de PO, PCO,, pH, HCO3, TCO,, SO, e EB.

4.3.3 Bioquimica sérica
Para o exame bioquimico de ureia e creatinina colheram-se amostras de

sangue da veia jugular em tubos sem anticoagulante, com vacuo e gel ativador
de coagulo®, com agulha 25X7 mm, nos diferentes momentos. As amostras

foram centrifugadas’a 2.000 x G por 10 minutos e analisados automaticamente

em aparelho para a determinagéao da concentracdo de ureia e creatinina.

4.3.4 Liquido Ruminal

Para a colheita do liquido ruminal utilizou-se uma sonda passada por via
oral até o rimen do animal e aspiracdo do liquido ruminal para analise do pH
com peagametro portétil, pela manhd, antes da administracdo do Cloreto de
Amobnio e comparados 0s 3 grupos no Momento 9 (M9).

3 Combur Test®, Roche Diagnéstica Brasil Ltda. Sdo Paulo-SP, Brasil.
4 Monovette 2ml LH, Sarstedt AG & Co. Gertmany.

> Radiometer ABL 800 Basic, Blood gas analyzer, Radiometer, Denmark.
6 Serum gel Z/4.9 ml, Monovette, Sarstedt AG & Co. Germany.

7
LABMAX 240, LABTEST Diagndstica, S&o Paulo.
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4.4 — Exame Ultrassonogréfico

Foi utilizado aparelho de ultrassom portatil DP-2200 Vet Mindray, com
transdutor convexo e frequéncia de 5,0 MHz, em maca veterinaria, apos
contencdo manual, em decubito contralateral ao rim avaliado, assumindo
posicdo dorsal quando da avaliacdo da bexiga e com os membros pélvicos
abduzidos (SCOTT, 2013). Caso houvesse suspeita de obstrugcéo uretral, esta
também seria avaliada. Utilizou-se gel condutor no transdutor para melhor
avaliacdo. As imagens foram gravadas e analisadas no momento e

posteriormente de forma rigorosa.

4.5 — Necropsia dos animais

Os animais foram amostrados em cada grupo, em nimero de trés animais
e necropsiados apos o periodo de estudo, interessando o trato urinério, nos trés
grupos estudados.

4.6 Analise Estatistica

Os dados da urinalise, hemogasometria, bioquimica sérica e exame fisico
foram analisados pelo Software Action 2.7(Portal Action — Estaticamp), com nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

Seguindo o trabalho de Ferreira et al. (2014), foram utilizados os mesmos
testes estatisticos. As variaveis continuas foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis para identificar diferencas entre os grupos dentro do mesmo
momento de colheita (M) e, quando houvesse diferenca estatisticamente
significativa, verificada através do teste post-hoc de Dunn. As medianas foram
avaliadas pelo teste de Friedman ao longo dos nove momentos.

Foram elas:

- Exame fisico: Temperatura Retal (TR), Movimento Ruminal (MR),
Frequéncia Cardiaca (FC) e Frequéncia Respiratoria (FR).

- Urindlise: volume, densidade e pH;

- Hemogasometria: PCO,, pH, HCOs, TCO2, EB

- Bioquimica sérica: ureia, creatinina;

As variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado:
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- Urindlise: cor, aspecto, proteina, sangue; bactérias, cristais, cilindros,
muco, hemacias e leucdcitos.

Para os achados ultrassonograficos utilizamos apenas analise descritiva.

4.7 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP de Aracatuba,
processo FOA no. 2015-00635—-CEUA.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais mantiveram-se durante o experimento sem alteracdes ao
exame fisico, excetuando um 6bito do G500, no M7, que iniciou com ataxia,
reducdo de motilidade rumenal, apatia e foi submetido a administracao de
Vitamina B1 e B12, associado a dexametasona, devido a hipétese diagnostica
de poliencefalomalacia, ndo respondendo a terapia. Foi submetido a necropsia
(N313-16) com laudo de pneumonia aguda, enterite subaguda e necrose

tubular multifocal discreta a moderada.

5.1 Exame fisico

Os resultados foram comparados aos valores normais, conforme
proposto por Feitosa (2004) e estdo descritos nas Tabelas de 1 a 6. Os animais
foram avaliados clinicamente durante todo o experimento, sem alteracdes em

mucosas, linfonodos ou outro parametro clinico.
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Tabela 1- Médias (m), desvios-padrdo (s) e medianas (md) da
frequéncia cardiaca (bpm) de ovinos nos diferentes momentos (M) de colheita
dos trés grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz=*s Md mz=*s Md

M1 126,4+39,0 112,04 142,4 +33,7 134BCDEa 134 4 + 29,7 116,08
M2 126,0+44,6 147,0°@ 128,7+20,9 130F¢Ha 133,8 + 33,9 138,0°%2
M3 832+9,1 80,00 81,2+5,98 82,082 80,0+8,4 80,0%
M4 84,0+6,3 84,00 83,6 + 4,40 84,0°C2 83,2+8,6 82,0%
M5 74,4+87 80,00 76,0 £ 14,4 72,0 76,0+11,6 76,080
M6 107,2+26,7 112,02 88,0+29,6 88,0%2 88,4 +20,4 80,0%
M7 1352+9,1 136,0°* 96,0 +23,7 90,07 121,2 £ 28,2 128,07
M8 82,4+17,5 76,00 102,4+34,2 94,0° 85,3+22,0 76,0°
M9 856+159 80,0 1024+30,1 96,0% 81,7+19,3 72,0°F

abe| etras mindsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

Tabela 2- Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) da frequéncia
respiratoria (mpm) de ovinos nos diferentes momentos (M) de colheita dos trés
grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz=*s Md mz=*s Md

M1 35,2+9,76 34,0~ 36,8+11,67 38,088 42,0+14,67 30,082
M2 454 +12,12 44,00 457+6,67 453" 448+10,20 52,04
M3 52,0+490 48,00 456+540 49,64 51,2+9,94 52,07a
M4 488+955 44,00 452+501 45772 432+4,92 44,072
M5 50,0+4,00 50,0 50,6+833 50,64 51,2+6,75 48,072
M6 54,0+8,72 52,008 524+1442 53,8 550+4,14 52,0Ma
M7 49,2+390 59,002 588+994 53,68 528+5,75 48,072
M8 56,8+7,16 48,0 528+920 54,94 551+1127 56,04
M9 544+1108 43,0 440+794 539" 633+1497 52,08

abc | etras minusculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

mailsculas diferentes indicam diferenca entre 0s momentos em cada grupo

Foi observada alteracdo na frequéncia cardiaca, principalmente no inicio
do experimento, provavelmente por stress dos animais durante a manipulacéo
para realizacdo do exame fisico e administracéo do Cloreto de Amonio, porém
com o andamento do experimento houve uma tendéncia a normalidade (90-

120 bpm). Com relag&o a frequéncia respiratdria, manteve-se um pouco acima
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da normalidade, porém em todos os grupos e sem alteracfes clinicas,

provavelmente devido a altas temperaturas durante o periodo do experimento.

Tabela 3- Médias (m), desvios-padrédo (s) e medianas (md) da
frequéncia dos movimentos rumenais (MR) em 5 minutos de ovinos nos
diferentes momentos (M) de colheita nos grupos experimentais (GC, G200 e
G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz*s Md mz=*s Md mz=*s

M1 9,6+251 9,082 9,0 +2,00 9,082 8,4+1,90 9,082

M2 7,8+2,68 6,072 8,1+2,02 9,072 8,7+2,63 9,0¢a
M3 4,2+1,64 3,088 3,6 +1,90 3,08C¢PEa 33 +1,70 3,0BCDEFa
M4 9,0+2,12 9,0M 9,9+2,02 9,0¢ 9,6 +2,37 9,00
M5 7,8+2)59 9,0M 7,1+238 6,0M2 6,0+211 5,0%a
M6 8,0+2,74 10,04 7,0+2,26 6,012 7,4 +217 7,0Fa
M7 7,8 +259 9,0M 9,0+1,63 10,08Pa 8,7 + 3,74 9,0Fa
M8 7,6+251 8,01 8,0 +2,26 9,0%a 6,4+2,13 5,0%a
M9 80+271 9,0% 8.4 +1,66 8,0F2 1, 7+229 7,01

abc | etras mindsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

Os valores do MR estiveram dentro dos valores normais para
espécie, exceto no M3, onde praticamente todos 0s grupos apresentaram
uma frequéncia menor, provavelmente devido as condi¢des climaticas

deste dia e menor alimentacdo dos animais, porém sem repercussao.
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Tabela 4- Médias (m), desvios-padrdao (s) e medianas (md) da
temperatura retal de ovinos nos diferentes momentos (M) de colheita nos
grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz=*s Md mz=s Md mz*s

M1 39.8+0,10 39.,88¢@ 39,6+0,16 39.68¢PFa 395+0,28 39,65CPa
M2 38,7+0,38 38,7P°F2 39,0+0,28 39,082 38,9+0,24 38,98
M3 39,3+0,19 39,4P2 39,1+0,19 39,24 39,0+0,34 39,00
M4 39,3+0,46 39,3% 393+0,28 39,3% 39,2+0,32 39,37
M5 39,3+0,33 39,44 394+0,39 394" 395+0,35 39,4Fa
M6 39,1+0,37 39,242 389+042 38,9 39,2+0,36 39,27
M7 38,9+0,29 3894 39,1+0,30 39,14 39,0+0,26  39,04ca
M8 39,3+0,21 39,3°F2 39,1+0,56 39,2P2 39,3+0,75 39,2%a
M9 38,7+042 3894 39.0+0,25 39,1F 38,9+0,27  39,0PFa

abc | etras minUsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

A temperatura retal permaneceu dentro dos padrées da normalidade

(39 a 40,5°C). O momento M3 no G500 apresentou diferenca estatistica no

mesmo grupo, porém sem anormalidades durante todo experimento.
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FIGURA 1. Ganho de Peso médio diario (g) ao longo dos momentos (Semanas) avaliados em
ovinos nos GC, G200, G500 e média geral.
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Tabela 5- Médias (m), desvios-padréo (s) e medianas (md) do peso
(Kg) de ovinos nos diferentes momentos (M) de colheita dos trés grupos
experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz*s Md mz=*s Md
M1 156+3,1 153BCa 185+59 18,8BCPEa 163 +4,4 16,4BCDEa
M2 17,1+472 17,002 20,4 +6,4 22,3FCa 17,0+4,8 17,77Ga
M3 19,9+50 19,54 222+6,9 21,6Ha 19,2+56 20,9Ha
M4 224+55 21,3 236+7,3 221% 21,3+6,4 22,3
M5 251+6,1 235° 26,1+8,4 24,9ha 23,1+6,3 245~
M6 275+6,6 255A 275+86 26,382 246 +6,6 25,682
M7 29,4+6,7 27,67 29,4+8,8 28,0°¢ 257+70 26,8°F
M8 312+7,2 29482 30,6 +8,9 29,1bPFHa 27 0+77 28,8PCHa
MO 345+81 331CPa 324+91 304FCWa 286+8,2 31,3EWa

abe | etras minUsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

mailsculas diferentes indicam diferenca entre 0s momentos em cada grupo

A média de ganho de peso diario manteve-se dentro da normalidade
em todos os grupos experimentados (Figura 1), demonstrando a seguranca
da administracdo do Cloreto de Amoénio até a dose de 500 mg/Kg/PV por
dia/animal, com ganho de peso satisfatorio (Tabela 5). Ferreira et al. (2014)
demonstraram que o uso de Cloreto de Amobnio nao interferiu no
desenvolvimento dos animais, com peso médio inicial de 22 Kg e final de 42
Kg por volta dos 6 meses, porém sem distingdo de grupos.

Como tivemos o 6bito de um animal do G500 no M7 por enterite e
pneumonia, levantou-se a hipotese da interferéncia do Cloreto de Amonio no
pH ruminal e desta forma, foi feita uma anélise do pH do liquido ruminal com
peagametro portatil, pela manha, antes da administracdo do Cloreto de

Amaonio e comparados os 3 grupos no M9:

Tabela 6- Valores do pH do liquido ruminal coletados no M9 nos grupos
experimentais (GC, G200 e G500) de todos os animais.

GC (n=5h) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz=*s Md mz=*s Md mz=*s Md
M9 6,8 +0,44 7,0ha 6,5+0,52 6,5 6,22 + 0,44 6,0072

abe | etras mindsculas diferentes indicam diferencga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo
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N&o houve alteracdes estatisticamente significativas, demonstrando a
seguranca com relacdo a administracdo de até 500 mg/Kg/PV de cloreto de
amonio por dia no liquido ruminal. Mavangira et al. (2010) e Jones et al.
(2009) demonstraram que nao houve acidose metabodlica nos animais
avaliados, havendo porém alteracdo do pH urinario, conforme objetivado nos

estudos.

5.2 Urindlise
As amostras de urina foram coletadas por miccéo natural ou forcada,
apresentando-se com odor caracteristico (minimo 10 mL) para realizacdo da

urinalise. As variaveis analisadas estdo expressas nas Tabelas de 7 a 15.

Tabela 7. Meédias (m), desvios-padrdao (s) e medianas (md) da
densidade urinaria de ovinos nos diferentes momentos (M) de colheita, e
dos trés grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz=s Md mz=*s Md

M1 1012+7,58 10107 1008 +6,32 100582  1007+4,83 1005B¢Pba
M2 1008 +4,47 10054 1007 +7,52 1017,5%% 1014+6,14 1025%@
M3 1006 +2,23 1005 1007,5+ 3,53 1005  1013+8,51 101042
M4 1011 +2,23 1010% 1025+6,66 1027BCPEa 1025+6,85 10308CFa
M5 1012+7,58 1010% 1008 +6,32 10052  1007+4,83 1005FFCHa
M6 1008 +2,73 1010 1008 +4,21 10052  1013+9,48 10104
M7 1008 +6,70 1005 10125+ 6,34 1012,5%¢ 1023+7,83 1025*@
M8 1012 +8,36 1010 1019+6,58 1020%*  1028+2,50 1030P¢Ha
M9 1010+6,12 1010 1011+6,70 1010%  1022+6,66 1025F2

abe | etras minusculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

mailsculas diferentes indicam diferenca entre os momentos em cada grupo.

Os valores de densidade urinaria se mantiveram praticamente dentro
do padrédo de normalidade para ovinos (1.010 a 1.040), ndo havendo
diferencga entre os grupos, mas com algumas diferencgas entre 0s momentos
do G200 e G500. Os estudos de Mavangira et al. (2010) ndo observaram

diferenca na densidade urinaria dos animais tratados ou néo por Cloreto de
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Amonio; porém néo foi avaliado o volume urinado, muito menos a ingestéo de

agua destes animais naquele estudo.

Tabela 8- Médias (m), desvios-padrdo (s) e medianas (md) do pH
urinario de ovinos durante os momentos (M) nos grupos experimentais (GC,
G200 e G500).

GC (n=h) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz+s mz=*s Md mz=*s
M1 9,0+0,00 9,0Aa 8,7+0,95 9,08Ca 8,6+1,26  9,0BCDEa
M2 85+1,11 9,0%a 8,1+1,00 8,0% 70+1,70 6,8BFKlQa
M3 9,0+0,00 9,0%a 9,0+ 0,00 9,0PEa 8,5+1,30 9,0FCHIKa
M4 9,0+0,00 9,0%a 6,3+1,70 5/5BDbFGa  §3+149 6,0ACPUVa
M5 9,0 +0,00 9,0%a 8,7+0,90 9,0FHa 8,6+1,30 9,0-MNOUa
M6 9,0+0,00 9,0%a 9,0+0,00 9,06 8,3+1,49 9,0PQRSTvVa
M7 8,1+0,41 8,07 8,2+0,35 8,55 6,6+1,05 6,2CHVRa
M8 8,1+0,22 8,07 7,4+0,95 7,7CEHa 6,2+ 1,06 6,0DINSa
M9 8,7+0,62 9,0%a 8,5+0,54 9,0%a 6,3+1,80 5,0F0OTa

abc | etras minUsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

O pH urinario do GC apresentou-se com pouca variagao durante todo
o estudo, ao contrario do que ocorreu com 0s G200 e G500. No inicio do
experimento observamos o pH da urina basico, que praticamente nao foi
influenciado pela administracdo da dieta balanceada e corroborado pela nédo
suplementacdo de sal (cloreto de sédio), como ocorrido nos estudos de
Ferreira et al. (2014), cujos animais ja iniciaram o estudo com pH acido. Além
disso, houve acidificacdo urinaria no G500 a partir do M7 que se manteve até
final do experimento. Durante o M4, o0 G200 e o G500 apresentou acidificacao
urinaria, porém sem manutencédo, sendo fato isolado. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos no mesmo momento. Deve-se evitar acidificacao
urinaria excessiva pelo risco de diminuicdo da ingestédo de racédo e o risco
de acidose metabdlica, conforme descrito por Singh et al. (2007).

Ferreira et al. (2014) administraram dose de 400 mg/Kg/PV na racao,
apresentando diminui¢cdo do pH da urina a partir do segundo dia, porém deve-se
ressaltar que a administracao foi na racao, diferentemente do nosso estudo, que
foi individual e diariamente por via oral, sem que haja duvidas da quantidade

administrada por animal, devido a varia¢des individuais de peso e ingestao da
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racdo. Além disso, ndo foi suplementado sal mineral em nosso trabalho para que
n&o houvesse interferéncia no uso isolado do Cloreto de Amonio.

Mavangira et al. (2010) ndo conseguiram acidificar a urina de caprinos
utilizando a administracao individual de 200mg/kg/PV de Cloreto de Aménio,
ocorrendo com dose de 400mg/kg/PV e principalmente 500mg/kg/PV,
abaixando de 8,0 para 5,5 em 12 horas apds uma segunda administracao,

corroborando nossos estudos.

Tabela 9- Mensuracdo da proteina (mg/dL) das amostras de urina
dos ovinos nos grupos experimentais (GC, G200 e G500), nos diferentes
momentos (M) de colheita.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
Neg <30 >30 Neg <30 >30 Neg <30 >30
M1 5 0 O 6 3 1 7 3 O
M2 3 2 O 10 0 O 10 0 O
M3 5 0 O 8 2 O 10 0 O
M4 4 1 O 9 1 O 10 0 O
M5 5 0 O 6 3 1 7 3 O
M6 4 1 O 9 1 O 10 0 O
M7 4 1 O 5 3 2 8 2 O
M8 3 0 2 9 1 O 8 0 1
M9 2 2 1 7 3 O 9 0 O

Neg (Negativa); <30 (Menor que 30 mg/dL); >30 (Maior que 30 mg/dL)

ab Diferenca estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

A mensuracao da proteinuria ndo apresentou diferenga estatistica entre
0S momentos, nem mesmo dentro dos grupos. A proteindria pode ser
encontrada em afeccdes renais, por perda da capacidade do glomérulo renal
em repelir a proteina ou mesmo pelo déficit de reabsor¢do nos tubulos renais
(Garcia-Navarro, 2005). Dietas ricas em proteina (>20% PB), podem levar a
sobrecarga renal e proteinuria. Nossa dieta apresentava cerca de 16,19% de
PB, dificultando essa ocorréncia, porém com ganho de peso importante
especialmente no GC. A média de ingestdo foi de 1,15 Kg/d/animal,

semelhante aos estudos de Ferreira (2003), de 1,2 Kg/d/animal.
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Tabela 10- Contagem de células epiteliais das amostras de urina dos
ovinos nos grupos experimentais (GC, G200 e G500), nos diferentes momentos
(M) de colheita.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

O 1 2 o 1 2 0O 1 2
M1 3 2 0 6 3 1 7 3 O
M2 5 0 O 10 0 O 8 2 O
M3 4 1 O 8 2 O 4 6 O
M4 5 0 O 10 0 O 9 1 O
M5 5 0 O 6 3 1 7 3 O
M6 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M7 0O 4 1 3 6 1 2 5 3
M8 1 2 2 3 6 1 0O 8 1
M9 5 0 O 10 0 O 10 0 O

Ausentes (0); Raras (1); Frequentes (2).

ab Diferencga estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

As células epiteliais, podem estar em excesso nas patologias

inflamatorias e/ou infecciosas, porém ndo se apresentaram alteradas em

nenhum momento no presente estudo.

Tabela 11- Contagem de leucécitos das amostras de urina dos ovinos
nos grupos experimentais (GC, G200 e G500), nos diferentes momentos (M) de
colheita.

GC (n=5)

G200 (n=10)

G500 (n=10)
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0-9 cels/campo (1); 10-50 cels/campo(2); 51-100 cels/campo(3); >100 cels/campo (4).

ab Diferenca estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

Houve diferenca estatistica no M8 entre o GC e o G500, sem apresentar

em outros momentos. Porém observa-se que no momento seguinte ndo houve

essa diferenca, podendo ter ocorrido por uma variagdo exclusiva neste

momento, sem alteragdo clinica nos animais. A maior parte dos animais
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apresentava fimose, o que pode ter contribuido para o aumento de leucécitos

em determinados momentos, por acumulo local e contaminacdo durante a

coleta da amostra.

Tabela 12- Contagem de cilindros das amostras de urina dos ovinos
nos grupos experimentais (GC, G200 e G500) nos diferentes momentos (M)

de colheita.
GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

o 1 2 o 1 2 o 1 2
M1 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M2 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M3 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M4 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M5 5 0 O 10 0 O 9 1 O
M6 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M7 3 2 0 8 0 2 7 3 O
M8 5 0 O 10 0 O 9 0 O
M9 5 0 O 10 0 O 9 0 O

Ausentes (0); Raros (1); Frequentes (2).

ab Diferenca estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

Ndo foram encontrados cilindros na maior parte dos grupos e dos

momentos, sendo-0s encontrados em momentos isolados e sem significado

estatistico.

Tabela 13- Contagem de cristais das amostras de urina dos
ovinos nos grupos experimentais (GC, G200 e G500) nos diferentes
momentos(M) de colheita.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

0O 1 2 o 1 2 0O 1 2
M1 5 0 O 8§ 1 1 8§ 1 1
M2 3 0 2 7 1 2 6 1 3
M3 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M4 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M5 5 0 O 8§ 1 1 8§ 1 1
M6 5 0 O 10 0 O 10 0 O
M7 0O 1 4 0O 5 5 0O 4 6
M8 1 1 3 7 2 1 4 1 4
M9 4 0 1 10 0 O 9 0 O

Ausentes (0); Raros (1); Frequentes (2).

ab Diferencga estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.
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FIGURA 2- Variacdo do tipo de cristais urinarios ao longo dos momentos (M) no GC,
G200 e G500 (Legenda: AU — acido urico, E — Estruvita, FA — Fosfato Amorfo, OL —
Oxalato).

Os cristais ndo apresentaram diferenca significativa no presente
estudo. A presenca e o tipo de cristais, bem como a interferéncia do meio
urinario (4cido ou alcalino) podem determinar a formacédo de litiase
(Garcia-Navarro, 2005). Nesse aspecto, a dieta, principalmente pela ingestédo
de proteinas e sal, podem influenciar o tipo de calculo. O fosfato triplo
amoniaco magnesiano (estruvita) € o tipo mais comum em ovinos, presentes
principalmente devido ao pH alcalino, seguido dos cristais de carbonatos e
silicatos (Araujo et al., 2009). Em nosso estudo, houve uma predominancia
no inicio deste tipo, sendo substituidos pelos de uratos ao final do estudo,
principalmente no G500, que estdo presentes em pH urinario acido.
Ferreiraetal. (2014) obtiveram 27% de cristais ao longo dos momentos
no GC e 8% no grupo Cloreto de Amdnio, concluindo que o Cloreto
de Aménio apresenta efeito protetor contra a formacéo de cristais,
por diminuicdo da porcentagem no grupo de estudo, apesar da
presenca de cristais em todos os grupos. Mavangira et al. (2010) nao
encontraram associacdo entre a suplementacdo de cloreto de amoénio e a

presenca de cristaliria. Porém, observaram maior quantidade de cristais
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(fosfato triplo e oxalato de calcio) em animais que ndo receberam o produto,

concordando com este estudo.

Tabela 14- Contagem de hemacias das amostras de urina dos ovinos
nos grupos experimentais (GC, G200 e G500), nos diferentes momentos
(M) de colheita.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
M1 5 0 0 O 10 0 O O 10 0 O O
M2 5 0 0 O 10 0 O O 10 0 O O
M3 5 0 0 O 9 0 0 1 10 0 O O
M4 5 0 0 O 10 0 O O 9 0 0 1
M5 5 0 0 O 10 0 O O 10 0 O O
M6 5 0 0 O 10 0 O O 10 0 O O
M7 5 0 0 O 10 0 O O 10 0 O O
M8 2 3 0 O 8 2 0 O 4 5 0 O
M9 4 1 0 O 8 0 0 2 51 0 3

0 a 5 células/campo (1); 6 a 50 células/campo (2); 51 a 100 células/campo (3); >100

células/campo (4).

ab Diferencga estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

Os valores de hemacias da urindlise ndo apresentaram diferenca

estatistica.

Tabela 15- Contagem de bactérias das amostras de urina dos ovinos
nos grupos experimentais (GC, G200 e G500), nos diferentes momentos
(M) de colheita.
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Ausente (1); discreta (2); moderada (3); acentuada (4).

ab Diferenca estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado
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Houve diferenca estatistica entre os grupos no momento M4 (GC de
G200 e G500), porém sem repercussdo clinica, vindo a apresentar sem
alteracdes no momento subsequente. Bactérias séo frequentes em amostras de
ovinos por conta da presenca de fimose e da coleta por miccdo natural ou
forcada, diferentemente da puncéo vesical onde ndo € comum encontrar-se

bactérias ou mesmo leucécitos (Garcia-Navarro, 2005).

5.3 Hemogasometria

As variaveis analisadas foram: pH, PCO,, HCOs", TCO, e EB, conforme
descritos nas tabelas de 16 a 20. As coletas foram interrompidas no M7 devido
a quebra do aparelho que estava sendo utilizado, ndo sendo possivel a
realizacdo em outro local, porém sem provavel prejuizo ao estudo, ja que se
mantiveram dentro da normalidade baseados nos valores descritos por
Ortolani (2003).

Tabela 16- Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) do pH do
sangue venoso, nos diferentes momentos (M) de colheita dos ovinos dos
grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz=*s Md mz=*s

M1 7,36+0,06 7,33% 7,36+0,05 7,36%2 7,37 £0,03 7,37ha
M2 7,36+0,05 7,392 7,37+0,01 7,377 7,35+0,05 7,377
M3 7,36+0,04 7,37 7,38+0,04 7,398 7,38 +0,03 7,398¢2
M4 7,34+0,04 7,34% 7,32+0,08 7,34%  7,31+0,08 7,33b2
M5 7,36+0,04 7,36% 7,37 +0,02 7,37° 7,37 £0,02 7,37P2
M6 7,36+0,04 7,36"% 7,36+0,02 7,36%2 7,36 £ 0,02 7,367
M7 7,33+0,03 7,32%2 7,33+0,02 7,348¢2 734 + 0,02 7,35¢2

abe | etras mindsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

A variacdo do pH do sangue venoso mostrou-se sem diferenca
estatistica entre os grupos, havendo diferenca em alguns momentos
dentro do mesmo grupo (G200 e G500), porém dentro dos parametros
normais para ovinos (7,28 - 7,42). Havia a preocupacado dos animais em
estudo apresentarem quadro de acidose metabdlica pela administracao
do Cloreto de Amobnio, o que nao foi observado, dessa forma
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demonstrando sua seguranca, ao menos até a dose de 500 mg/Kg/PV,
contrariando os estudos de Ferreira et al. (2014) que demonstraram

acidose metabdlica compensada com uso do Cloreto de Amonio.

Tabela 17- médias (m), desvios-padréo (s) e medianas (md) do PCO;
(mmHg) do sangue venoso, nos diferentes momentos (m) de colheita nos
grupos experimentais (Gc, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz*s Md mz=s Md mz=s Md

M1 38,61+3,28 37,5 40,71+5,10 39,5°% 4240+7,45 42,352
M2 37,52+357 37,4 38,71+580 38,3 3511+590 33,582
M3 34,11+4,05 33,7 37,41+420 374" 37,60+550 37,6"
M4 37,51+3,81 37,94 40,90+6,86 404" 36,52+573 35,742
M5 36,73+2,09 37,742 38,90+4,60 39,00 3843+511 37,5
M6 36,83+2,03 37,8° 39,30+4,49 39,6 37,93+4,63 36,84
M7 36,04+1,92 36,802 38,40+454 38,8 36,84+485 35,7¢

abc | etras minUsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

mailsculas diferentes indicam diferenca entre 0s momentos em cada grupo

A PCO; manteve-se dentro da normalidade (34-45 mmHg), havendo
diferencas dentro do mesmo grupo nos G200 e G500, porém dentro da faixa

de normalidade.

Tabela 18- Médias(m), desvios-padrdo(s) e medianas(md) de HCO3
(mmol/L) do sangue venoso, nos diferentes momentos (M) de colheita dos
grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=h) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz=*s Md mz=s Md mz=s Md

M1 23,78+250 24,2% 2481+262 25,08 24,54 + 1,67 24,4%2
M2 25,14+2,14 26,00 2519+215 25,1¢ 23,71 +2,51 24,082
M3 25,16+1,62 26,00 2556+1,11 25,702 26,00 + 1,50 26,08¢cPa
M4 23,20+1,20 22,7°2 21,80+2,10 22,1B°PEa 2306 + 2,74 22,2¢2
M5 24,68+156 24,94 2517+1,40 2555 24,85+ 1,36 24,652
M6 24,39+145 244" 2450+1,46 24,8 24,50 £ 1,26 24,4%2
M7 23,92+150 23,84 2393+159 23,94 23,63+ 1,25 23,7PEa

abe | etras minusculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

mailsculas diferentes indicam diferenca entre 0s momentos em cada grupo

Os valores de HCO 3 mantiveram-se dentro da normalidade (19 a 26
mm Hg), sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos, com

apenas pequenas oscila¢des entre os momentos no G200 e G500.
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Tabela 19- Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) do TCO,
(mmol/L) do sangue venoso, nos diferentes momentos (M) de colheita nos
grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz*s Md mz=*s Md mz=*s Md

M1 23,40+2,28 23,64 2459+282 24,882 23,85+1,67 23,94
M2 24,90+ 1,40 24,172 2479+257 24,9% 23,82 +1,93 23,482
M3 25,26+1,21 253% 2512+1,36 24,8 26,05 + 1,87 25,78¢
M4 23,06+1,16 23,7 21,87+1,53 21,58PEa 2306+ 1,93 23,2
M5 24,54+0,79 24,8% 24,79+1,86 25,02 24,56 + 1,28 24,07
M6 24,24+0,84 24,67 2423+171 242" 24,44 + 1,13 24,2A2
M7 23,26+0,82 23,742 23,32+1,89 2357 23,85+ 0,97 23,8%

abe| etras minusculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferen¢a entre os momentos em cada grupo

Os valores de TCO; no M4 do G200 mostraram-se estatisticamente
diferentes dos outros grupos, porém foi um achado que manteve-se dentro
dos valores normais, ndo persistiu nos outros momentos e néo levou a
alteracdes clinicas nos animais. Dentro dos mesmos grupos (G200 e G500)
essa diferenca foi significante entre outros momentos, porém sem

significancia no experimento. (Valores de normalidade de 19 a 26mmol/L)

Tabela 20- Médias (m), desvios-padrédo (s) e medianas (md) do
Excesso de Base (EB) (mmol/L) do sangue venoso, nos diferentes momentos
(M) de colheita nos grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=s Md mz=*s Md mz=*s Md

M1 -0,10+295 0,50~ 1,12+3,09 1,308 0,74 £2,05 0,602
M2 166+224 220% 174+259 1,60¢@ 0,15+2,93 0,408
M3 186+1,71 2,70 2,07+1,25 2,45P2 2,04 +1,84 2,058¢
M4 -050+1,39 -1,10% -225+280 -1,758¢PEa 057 + 3,38 -1,60%®
M5 1,14+166 1,40% 1,70+1,66 2,0652 1,32+1,63 0,98
M6 0,81+158 0,88%¢ 0,91+1,79 1,214a 0,95+1,49 0,937
M7 0,71+1,47 0,60 0,82+1,52 1,05%a 0,91+1,38 0,817

abe| etras mindsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

O EB variou dentro da normalidade (-4 a 2 mmol/L), corroborando os
achados de Mavangira et al. (2010) e Jones et al. (2009). Apesar de alguns

outros estudos terem demonstrado que o uso de dieta anidnica podem
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influenciar o pH sanguineo, com diminuicdo dos valores (Singh et al., 2007;
Ferreira et al.,, 2014), ndo observamos essa alteracdo demonstrando a
seguranca na administracéo diaria de até 500 mg/Kg/PV por via oral de cloreto

de amonio, sem influenciar no potencial hidrogeniénico.

5.4 Exames bioquimicos (ureia e creatinina)

Os resultados estdo descritos nas Tabelas 21 e 22. Os valores de

normalidade séo baseados nos estudos de Kaneko (2008).

Tabela 21- Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) da
concentracdo seérica de ureia (mg/dL) sérica de ovinos, nos diferentes
momentos de colheita nos grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=h) G200 (n=10) G500 (n=10)

m=s Md m=s Md m=s Md
M1 442+589 41,0 40,3+12,73 39,082 40,2 +5,31 39,57a
M2 494+838 49,0% 499+1206 495" 40,2 + 6,12 41,582

M3 56,8+8,10 60,088 585+9,36 555802 51,7+ 7,34 51,08¢Da
M4 350+7,87 37,088 34,1+8,03 32,0¢FFCHa 31 0+6,32 31,5CFF

M5 42,4+589 41,04 523+16,02 48,5 46,7 £ 6,03 47,52
M6 46,4+6,18 450 516+6,83 49,5 46,3 £ 6,58 47,07
M7 452 +454 47,0/ 472+8,68 45,62 42,1 +£3,90 43,0P2
M8 46,6+6,18 47,0/ 53,8+8,39 49,0% 41,7 +£3,86 44,04
M9 47,4+1054 44,0/ 57,5+20,46 70,0M 48,5+ 5,75 48,04

abe| etras mindsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

As concentracdes séricas de ureia mantiveram-se acima dos limites de
normalidade definido para ovinos (17 a 43 mg/dL), porém sem diferenca entre
0S grupos de estudo, somente com diferenca entre 0s momentos dentro do
mesmo grupo, principalmente os momentos M3 e M4 no G200 e G500,
podendo estar relacionado a temperaturas mais altas. Apesar disso, nenhum
animal apresentou sinais de Sindrome Urémica. Nossos achados corroboram
os estudos de Ferreira et al. (2014), que apresentaram um valor um pouco
mais elevado dos niveis de ureia, sem sintomatologia, em todos 0s grupos.
Streeter et al. (2001) constataram aumento de creatinina (3,9mg/dL) em

caprino com urolitiase obstrutiva, 0 que ndo ocorreu no Nosso estudo.
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Tabela 22- Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) da
concentragdo sérica de creatinina (mg/dL) sérica de ovinos, nos diferentes
momentos de colheita nos grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

mz=*s Md mz=*s Md mz=*s

M1 0,71+0,14 0,768 0,76 £ 0,09 0,758¢Pa 0,70 £ 0,07 0,72B¢Da
M2 0,63+0,08 0,63*2 0,70+ 0,09 0,677 0,64 £0,06 0,642
M3 0,51+0,06 0,522 0,60+0,13 0,608¢2  0,55+0,06 0,567
M4 0,73+0,11 0,71P% 0,80 + 0,09 0,79¢HMa 0,73 +£0,06 0,74BFcHa
M5 0,41+0,06 0,41BP2 0,48 + 0,09 0,49CEHIL 0,43 +0,06 0,43CECka
M6 0,48+0,04 0,515 0,56 +0,10 0,56°F2 0,57 £+0,03 0,57PHa
M7 0,57+0,07 0,594 0,64+ 0,09 0,64%%2  0,60+0,04 0,614
M8 0,61+0,07 0,622 0,69+ 0,08 0,68Ka 0,63+0,09 0,64%
M9 0,63+0,07 0,63* 0,69+0,10 0,71 0,68 £0,03 0,68"%

abe| etras mindsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenga entre os momentos em cada grupo

Os valores encontrados ficaram abaixo dos valores referenciados
como normal (1,2 a 1,9 mg/dL). Apesar disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, havendo apenas variactes
dentro do mesmo grupo de estudo, incluindo o GC, porém sem significado
clinico, como encontrado por Ferreira et al. (2014). Lima et al. (2014)
estudando ovinos da raca Santa Inés na Amazodnia oriental encontraram
valores médios de referéncia semelhantes ao nosso estudo (0,80 mg/dL),
sugerindo novos valores de referéncia de creatinina.

A creatinina é um marcador mais fidedigno de insuficiéncia renal
guando comparado a ureia, porém encontra-se alterada apenas quando mais
da metade dos néfrons estdo comprometidos (Garcia-Navarro, 2005).
Quando h& obstrucdo urinaria baixa, ou mesmo obstrucdo urinaria alta e
principalmente bilateral, observa-se elevacdo dos niveis de ureia e
creatinina, algo que ndo houve durante o presente estudo. A analise de
ambos permite excluir disfuncdes renais, algo ja esperado, pois ndo houve

sinais de urolitiase.
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5.5 Ultrassonografia dos rins e bexiga

O exame ultrassonogréfico foi realizado para avaliacdo dos rins e das vias
urinarias dos animais pertencentes aos trés grupos experimentais. Embora
a literatura cite certa dificuldade para a visibilizacdo do rim esquerdo (Scott,
2013), conseguiu-se obter imagens dos dois rins, na maior parte dos animais.
Durante o periodo experimental ndo foi constatada ocorréncia de sinais clinicos
compativeis com obstrucdo uretral; por isso ndo ha imagens da uretra dos
animais. As medidas de normalidade seguidas foram as sugeridas por Scott
(2013). Ferreira et al. (2014) encontraram célculos e sedimentos vesicais,
dilatacao de pelve renal e espessamento vesical, porém sem nefrolitiase, que foi
identificada na necropsia, muito provavelmente pelo pequeno diametro
apresentado, o que diminui a acuracia do método.

No presente trabalho ndo encontramos nenhuma alteracéo de litiase ou
suas complicacdes, algo ja esperado, ja que o objetivo foi acidificar a urina como

forma de prevencéo de urolitiase.

FIGURA 3- Bexiga de ovino em secc¢do longitudinal e transversa, com limites dentro da faixa

de normalidade, incluindo a parede vesical. Imagens obtidas no momento M4. Frequéncia 5SMHz.
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FIGURA 4- Imagens do rim direito de ovino demonstrando medidas normais, incluindo a medida
da pelve renal, sem sinais de dilatacao ou litiase, em dois cortes (transversal e longitudinal)

Imagens obtidas no Momento 5 (M5), com transdutor convexo e frequéncia de 5MHz.

FIGURA 5- Medida do comprimento do rim esquerdo de um ovino, dentro dos limites da
normalidade, sem dilatacdo piélica, demonstrando a presenca do bago acima, sem

anormalidades. Imagem obtida no momento M7. Frequéncia 5SMHz.
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FIGURA 6 - Medida do comprimento do rim direito de um ovino, dentro dos limites da
normalidade, sem dilatacdo piélica, demonstrando regiéo cortical (seta maior) e a regido medular
(seta menor) bem evidente, sem anormalidades. Imagem obtida no momento M6. Frequéncia
5MHz.

5.6 Alteracdes macroscopicas do sistema urinario

O exame necroscopico do sistema urinario dos ovinos dos trés grupos
nao evidenciou litiase, hidronefrose ou alteracdes secundarias em nenhum dos
grupos, fato que ja era esperado no presente trabalho, diferentemente de
Ferreira et al. (2014) que demonstrou nefrolitiase, hidronefrose, perda da
definicdo cortico-medular e hemorragia renal, porém com maior frequéncia no
Grupo Controle, em comparacdo aos grupos de estudo, pelo provavel efeito
protetor do Cloreto de Amonio na litogénese. Talvez isso possa ser explicado
pelo uso do sal mineral, dosagem menor e nao individualizada do Cloreto de

Amadnio e dieta hiperproteica utilizados nos estudos daquele autor.
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FIGURA 7- Ovino com 6 meses de idade demonstrando fimose (seta maior) e processo uretral (seta
menor) bem evidente, local de maior obstrucao por litiase, sem alteracdes. Achados de necropsia.

FIGURA 8- Demonstrando a flexura sigmoide (seta maior) e o colo vesical (seta menor),
respectivamente 2°. e 3°. locais mais frequentes de obstru¢do urinaria por calculose, estando
dentro da normalidade. Achado de necropsia.

FIGURA 9. Rim direito de um ovino demonstrando a cortical (seta maior), medular (seta
menor) e a pelve renal (imagem a direita) sem alteracfes.
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6 CONCLUSOES

- A acidificacao urinaria foi obtida e mantida com a dose de 500 mg/Kg/PV
de cloreto de amoénio por dia por via oral, principalmente apés 56 dias de
confinamento (M7), quando comparada ao grupo controle e a dose de 200
mg/Kg/PV.

- Nao houve alteracfes ao exame fisico, dosagem de ureia e creatinina e
na hemogasometria, demonstrando a seguranca da dose estudada.

- O modelo experimental ndo levou a producéo de urdlitos, como obtido
anteriormente por Ferreira et al. (2014).
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Utilizacao do Cloreto de Amoénio na prevencao de urolitiase em
ovinos!

Fabio C. Navarro®’ José Eduardo de O. Zanon?, Fernanda Bovinoz, Rafaela S. Baptista?, Mariana A.S.
Jeronymo Pereira?, Joao Pedro B. Barbosa?, Marcela Da Coll de Camargo3, Matheus de O. S. Castro3,

Mariana M. B. Rossetti3, Juliana R. Peiré4, Francisco Leydson F. Feitosa4, Luiz Claudio N. Mendes4;
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Urolithiasis has high incidence in confined sheep, multifactorial and may cause economic
injury. Our aim was to determine the capacity of urinary acidification using ammonium chloride in
sheep. Twenty-five male sheep, aged three months, confined and randomly divided into three groups
were used: CG Group (n = 5) did not receive Ammonium Chloride; G200 Group (n=10) (200 mg / kg /
LW) of Ammonium Chloride for 56 consecutive days; G500 Group (n=10) (500 mg / kg / LW) of
Ammonium Chloride for 56 consecutive days, administered daily orally. Sampling times and clinical
evaluation were performed at seven days, with M1 (immediately before Ammonium Chloride), M2
(seven days after) until M9, totaling 70 days of feedlot. Hemogasometry, serum urea and creatinine
concentration and ultrasound evaluation of the urinary tract were performed. In the urinalysis, there
was a higher incidence of ammonium magnesium phosphate crystals at the beginning of the study,
presenting a migration to the formation of urate crystals, mainly in the G500 due to urinary
acidification. There were no hemogasometric, serum biochemistry, ruminal fluid or ultrasonographic
changes. Urinary acidification was obtained and maintained after M7 during the administration of
Ammonium Chloride in the G500 group, not occurring in the other study groups.

INDEX TERMS: Lithiasis, Urinalysis, Blood gas analysis, Ultrasonography.
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RESUMO - A urolitiase apresenta alta incidéncia em ovinos confinados, etiologia multifatorial e pode
causar prejuizo econdmico. O objetivo com o presente estudo foi determinar a capacidade da
acidificacdo urindria utilizando cloreto de aménio em ovinos. Foram utilizados 25 ovinos, machos,
com idade de trés meses, confinados e divididos aleatoriamente em trés grupos: GRUPO GC (Controle)
(n=5) ndo recebeu Cloreto de Amonio; GRUPO G200 (n=10) (200 mg/kg/PV) de Cloreto de Amonio
por 56 dias consecutivos; Grupo G500 (n=10) (500 mg/Kg/PV) de Cloreto de Amoénio por 56 dias
consecutivos, administrados diariamente por via oral. Os Momentos (M) de colheita de amostras e
avaliacdo clinica foram realizados com intervalo de sete dias, sendo M1 (imediatamente antes do
Cloreto de Amodnio), M2 (sete dias apds) até M9, totalizando 70 dias de confinamento. Foram
realizados hemogasometria, concentragdo sérica de ureia e creatinina e avaliagdo ultrassonografica
do trato urinario. Na urinalise, houve uma maior incidéncia de cristais de fosfato amo6nio magnesiano
no inicio do estudo, com migragao para formagao de cristais de urato, principalmente no G500, devido
a acidificacdo urindria. Nao houve alteracdes hemogasométricas, na bioquimica sérica, no liquido
ruminal ou altera¢des ultrassonograficas. A acidificagdo urindria foi obtida e mantida a partir do M7
durante a administracdo do Cloreto de Aménio no grupo G500, ndo ocorrendo nos outros grupos de
estudo.
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TERMOS DE IN DEXA(;AO: Litiase, Urinalise, Hemogasometria, Ultrassonografia.
INTRODUCAO

A alta incidéncia de urolitiase obstrutiva em ovinos ocorre principalmente em animais
confinados. E multifatorial e tema de diversos estudos, pois provoca prejuizos econémicos, afetando
a saude reprodutiva do animal e até mesmo levando a sua morte (Guimaraes et al.,, 2012). Tais
complicacdes podem levar a necessidade de tratamento cirargico, afetando principalmente machos
(por motivos anatdmicos) e submetidos a castracao precoce para ganho de peso (Van Metre & Fubini,
2006).

Os principais fatores associados a litogénese sdo: estase urinaria, desidratacdo, baixo volume
de ingestao de liquido, pH urinario alcalino, diminuicdo de fatores protetores urinarios e aumento da
excrecdo de minerais na urina, principalmente devido ao desbalanco na concentragdo de
componentes calculogénicos na ragdo, como dietas ricas em proteinas, calcio, magnésio ou fésforo,
ou mesmo a ingestdo de determinadas plantas ricas em oxalato ou silica (Stewart et al.,., 1990).

Fatores protetores na formacdo da urolitiase (como os coléides) apresentam capacidade
limitada, ocorrendo precipitacido de solutos, agregacdo de componentes calculogénicos e assim a
formacdo de calculos urinarios. (Van Metre & Divers, 2006). A hiperconcentracdo urinaria, quando
associada a dietas ricas em concentrados e pobres em volumosos, diminuem a ruminagao, levando a
excrecdo aumentada de fésforo na urina e quando associada a estase urinaria, leva a formacdo de
compostos insoluveis, com agregacao e favorecimento da litogénese (Loretti et al.,., 2003). O nucleo
formado promove precipitacdo, agregacdo e concrecdo ao seu redor, aumentando de volume e
ocasionando obstrugdes ao trato urinario (Radostits, 2002).

Alguns autores (Ferreira et al.,. 2009, 2014) utilizaram o Cloreto de Amonio e a vitamina C
(acido ascoérbico) como forma de acidificar a urina, levando a resultados conflitantes e até mesmo
induzindo formacdo de calculose urindria.

0 objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de acidificagdo urinaria em ovinos através da
utilizacdo do cloreto de amdnio analisado através de urinalise.

MATERIAL E METODOS

Com base em modelo desenvolvido por Ferreira et. al (2014), foram utilizados 25 ovinos,
machos, das racas Dorper, Santa Inés e Morada Nova, com idade aproximada de trés meses,
confinados, divididos de forma aleatdria em 3 grupos: G200 (n=10) 200 mg/Kg/PV de Cloreto de
Amonio/animal/dia; G500 (n=10) 500 mg/Kg/PV de Cloreto de Amoénio/animal/dia e GC (n=5)
controle, sem adicdo de Cloreto de Amonio e estudados por um periodo de 56 dias. Todos os animais
foram desverminados (Zolvix, Novartis Saide Animal) e vacinados contra clostridioses (Glanvac 6,
Fort Dodge Satide Animal, Campinas-SP).

2, Foram adaptados ao ambiente por 14 dias, em ambiente comum, em condi¢des de
umidade, temperatura e luminosidade idénticos, com limpeza diaria do local, sendo o periodo total
de confinamento de 70 dias. A drea do local era de 730 m?, correspondendo a 29,2 m2 por animal.

As tercas-feiras foram realizadas a pesagem dos animais e do Cloreto de Amdnio que seria
administrado na semana, bem como o exame fisico de todos animais. As quartas-feiras foram
coletadas urina e sangue de todos os animais, com armazenamento em ambiente refrigerado das
amostras e entrega imediata ao laboratério para analise. As quintas-feiras foram realizadas a
avaliacdo ultrassonografica do sistema urinario de todos animais. O Cloreto de Amoénio foi
administrado por via oral diariamente, baseado no peso e no grupo estudado, diluido em cerca de 20
ml de 4gua destilada. Os animais do GC recebiam 20 ml de dgua destilada somente.

A alimentacdo consistiu em ragdo total para ovinos composta de 90,71% de matéria seca,
fornecida diariamente pela manha em 0,5m de cocho/animal. Nao foi fornecido sal mineral. A agua
era fornecida em dois cochos, ad libitum, sendo proveniente da empresa SAMAR (Solucdes
Ambientais de Aragatuba).

A racdo foi amostrada conforme orientacdo da empresa de analise (ARASOLO -
www.arasolo.com.br) e submetida a analise bromatolégica, sendo caracterizada pelos seguintes
niveis em matéria seca (MS): 16,19% de proteina bruta, 3,27% de extrato etéreo, 15,67% de fibra
bruta e 5,87% de minerais. Foram realizadas analise dos minerais da ragdo total utilizada no
experimento. As dosagens de calcio e fosforo foram de 12900 ppm e 2400 ppm de MS,
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respectivamente, o que resultou proporcdo Ca:P de 5:1. O consumo médio didrio de ra¢do foi de 3%
do PV, com média durante todo o periodo experimental de 1,15kg de racdo total por dia por animal.

Grupos experimentais e protocolo experimental. Os Grupos experimentais (G200, G500 e GC)
foram avaliados quanto a incidéncia de urolitiase durante todo o experimento de acordo com o
protocolo abaixo, divididos em momentos (M):

M1 - imediatamente antes do inicio da ingestdo de Cloreto de Amoénio (14 dias de
confinamento);

M2 - 7 dias de ingestdo de Cloreto de Amodnio nos grupos G200 e G500 (21 dias de
confinamento);

M3 - 14 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (28 dias de
confinamento);

M4 - 21 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (35 dias de
confinamento);

M5 - 28 dias de ingestdo de Cloreto de AmoOnio nos grupos G200 e G500 (42 dias de
confinamento);

M6 - 35 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (49 dias de
confinamento);

M7 - 42 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (56 dias de
confinamento);

M8 - 49 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (63 dias de
confinamento);

M9 - 56 dias de ingestdo de Cloreto de Amonio nos grupos G200 e G500 (70 dias de
confinamento e fim do confinamento).

Procedia-se a avaliagdo clinica [Temperatura Retal (TR), Movimento Ruminal (MR),
Frequéncia Cardiaca (FC) e Frequéncia Respiratdéria (FR)], laboratorial (sangue e urina) e
ultrassonografica semanal, sempre no periodo de 7 a 9h da manha.

Colheita de amostras

Urindlise. A colheita de urina semanal foi obtida através de mic¢do natural ou forcada,
interrompendo-se a respiragdo com oclusdo das narinas durante 10 a 20 segundos, conforme
descrito por Garcia-Navarro (2005). As amostras foram acondicionadas em frascos estéreis,
armazenadas em refrigeracdo de 4-8°C e encaminhadas imediatamente ao laboratério, logo apés a
sua coleta para avaliagao.

Foram avaliados volume (mL), cor, odor, aspecto, densidade, pH, proteinas, glicose, acetona,
urobilinogénio, sangue oculto e sais biliares através de fita reagente (Combur Test®, Roche
Diagnéstica Brasil Ltda. Sdo Paulo-SP, Brasil). A urina foi centrifugada (5 mL) a 7000 xG por cinco
minutos, desprezando o sobrenadante, restando 0,5 mL de urina para analise do sedimento,
incluindo identificacdo de células do trato urinario, hemacias e leucdcitos, além de cilindros, cristais,
bactérias, espermatozoides e muco, através de microscopia 6tica comum, com aumento de 400 vezes.
Hemogasometria. Para o exame hemogasométrico foi colhido, semanalmente, 1mL de sangue da
veia jugular, em seringa de polietileno previamente heparinizada (Monovette 2ml LH, Sarstedt AG &
Co. Gertmany.), acoplada a uma agulha 25 x 7mm (sistema de luer lock), vedada com borracha,
armazenada a 4-8°C e levado imediatamente para avaliacgdo hemogasométrica automatica no
laboratério, com aparelho calibrado a 392C (Radiometer ABL 800 Basic, Blood gas analyzer,
Radiometer, Denmark). Foram mensurados os valores de PO2, PCO2, pH, HCO-3, TCO2, SO2 e EB.
Bioquimica sérica. Para o exame bioquimico de concentracgio sérica de ureia e creatinina colheram-
se amostras de sangue da veia jugular em tubos sem anticoagulante, com vacuo e gel ativador de
coagulo (Serum gel Z/4.9 ml, Monovette, Sarstedt AG & Co. Germany.), com agulha 25X7 mm, nos
diferentes momentos.

As amostras foram centrifugadas a 2.000 x G por 10 minutos e analisados automaticamente
para a determinagdo da concentracdo de ureia e creatinina, através de métodos enzimatico-
colorimétrico, para a determinagio da concentracio de ureia e método cinético-colorimétrico, para
creatinina, com leitura em espectrofotometro (LABMAX 240, LABTEST Diagnostica, Sdo Paulo).
Liquido Ruminal. Como houve o dbito de um animal do G500 durante o estudo por enterite e
pneumonia no M7, foilevantada a possibilidade de alteracao do pH do liquido ruminal pela utilizagao
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do cloreto de amonio como etiologia. Dessa forma, foi colhida uma tinica amostra do liquido ruminal
para andlise do pH, utilizando peagametro portatil, pela manh3, antes da administraciao do Cloreto
de Amonio, através da passagem de uma sonda via oral até o rimen do animal e aspirado o liquido
ruminal e comparados os 3 grupos no Momento 9 (M9).

Exame Ultrassonografico. Foi utilizado aparelho de ultrassom portatil (DP-2200 Vet Mindray) com
transdutor convexo e frequéncia de 5,0 MHz, em maca veterinaria. Apds a contengdo manual, em
decubito contralateral ao rim avaliado, assumindo posicdo dorsal quando da avaliacdo da bexiga e o
com os membros pélvicos abduzidos (Scott et al, 2013). Caso houvesse suspeita de obstrucdo uretral,
estd também seria avaliada. Utilizou-se gel condutor no transdutor para melhor avaliacdo. As
imagens foram gravadas e analisadas no momento do procedimento e reavaliadas posteriormente
de forma rigorosa.

Necropsia dos animais. Os animais foram amostrados aleatoriamente, em niimero de trés animais
de cada grupo e necropsiados apds o periodo de estudo, interessando o trato urinario, nos trés
grupos.

Analise Estatistica. Os dados do exame fisico, urinalise, hemogasometria e bioquimica sérica foram
analisados pelo Software Action 2.7(Portal Action - Estaticamp), com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

As variaveis continuas foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis para identificar
diferencas entre os grupos dentro do mesmo momento de colheita (M) e, quando houvesse diferenca
estatisticamente significativa, verificada através do teste post-hoc de Dunn. As medianas foram
avaliadas pelo teste de Friedman ao longo dos nove momentos (M1 a M9). Foram elas:

- Exame fisico: Temperatura Retal (TR), Movimento Ruminal (MR), Frequéncia Cardiaca
(FC) e Frequéncia Respiratéria (FR).

- Urinalise: volume, densidade e pH;

- Hemogasometria: PCO2, pH, HCO-3, TCOZ2, EB

- Bioquimica sérica: ureia, creatinina;

As variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado:

- Urindlise: cor, aspecto, proteina, sangue; bactérias, cristais, cilindros, muco, hemacias e
leucécitos. Para os achados ultrassonograficos utilizamos apenas analise descritiva.

Aspectos Eticos. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP de Aracatuba, processo FOA no. 2015-00635 - CEUA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH urinario é extremamente importante na inducdo ou na prote¢do da urolitiase. Quando
alcalino, pode favorecer a formacdo de calculos de carbonato, fosfato amorfo ou fosfato de calcio
(apatita) e fosfato triplo aménio magnesiano (estruvita), sendo estes os mais frequentes,
principalmente pela dieta de animais em sistema de manejo intensivo, que sdo ricas em graos que
contém magnésio e fosforo. (Radostits et al.,, 2002). No G500 houve acidificacdo urinaria com a
administracdo do Cloreto de Amoénio a partir do M7, diferentemente dos outros grupos que
mantiveram-se com pH basico. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos no mesmo momento,
ocorrendo, porém, diferenca entre os momentos principalmente no G500 (QUADRO 1).

Nao houve alteracao no exame fisico dos animais que receberam ou néo o Cloreto de Aménio,
demonstrando seguranca na sua administracdo até a dosagem de 500 mg/Kg/PV por dia, havendo
poucas diferengas entre os momentos dentro do mesmo grupo.

Nos estudos de Ferreira et al. (2014) foi administrada uma dose de 400 mg/Kg/PV na ragio,
apresentando diminuicio do pH da urina a partir do segundo dia, porém devendo-se ressaltar que a
administracdo foi na ragdo, diferentemente do nosso estudo, que foi individual e diariamente por via
oral, sem que houvesse divida da quantidade administrada por animal, devido a variagdes
individuais de peso e ingestdo da ragdo. Outro estudo porém, testou as doses de 200, 400 e 500
mg/Kg/dia por via oral em 8 caprinos, ndo ocorrendo acidose metabdlica ou impalatabilidade
(Mavangira et al., 2010). A dose de 200 mg/Kg/dia ndo acidificou a urina; a dose de 400 mg/Kg/dia
promoveu urina acida, porém por um periodo menor que 20 h e a dose maior mostrou-se efetiva por
mais de 30 horas, concluindo dessa forma que a dose ideal deva estar entre 400-500 mg/Kg/dia,
corroborando nossos estudos

Nao foi administrado sal mineral nos animais para que nao houvesse altera¢des da urina por
outro sal que ndo o cloreto de aménio, como observado nos estudos de Ferreira et al. (2014), cujos



62

animais ja iniciaram com pH &acido. O sal mineral contido na dieta, quando utilizado, deve ser
aumentado gradualmente para estimular a ingestdo de dgua e o aumento do volume urinario e ser
misturado a ragdo, sendo limitado a cerca 3-5% da matéria seca diaria (Stratton-Phelps & House,
2004). Outros estudos, porém, sugerem que o sal mineral ndo seja suplementado, para que ndo haja
alteracdo do pH urinario e litogénese (Riet-Correia et al., 2008).

Como alternativa a suplementacao do cloreto de sédio, principal componente do sal mineral,
o Cloreto de Amoénio pode ser utilizado na quantia de 0,5-1% de matéria seca diaria, levando a
reducdo do pH, tornando minerais calculogénicos mais soltiveis na urina, através da promocao de
uma dieta anidnica (Straton-Phelps & House, 2004). O Cloreto de Amonio é convertido em ureia e
acido cloridrico no figado, levando a uma maior liberagdo de ions H* na corrente sanguinea, sendo
excretado nos tubulos renais. A acidemia é compensada dessa forma pelo efeito tampdo do
bicarbonato sérico, levando a formacdo de um acido instavel (4cido carbdnico), que se dissocia em
gas carbonico, sendo expelido pela respiragdo e formando agua. O cloreto restante e a ureia provocam
aciddria, aumento da ingestao de agua e diurese osmotica, sendo eliminado na forma de cloreto de
sodio (Smith, 1994; Pugh, 2002).

Animais de manejo extensivo que se alimentam de plantas ricas em oxalato e silica, podem
predispor a formacgio de calculos dessas substancias (Stewart et al., 1991). Esses autores estudando
o uso do Cloreto de Amdnio na dieta de ruminantes, observaram que no grupo com suplementagio
de 1% do peso vivo (PV) na dieta ou mesmo naquele com suplementagdo adicional de célcio, nao
apresentou urolitiase, concluindo que o Cloreto de Amonio funciona como fator protetor, em
conjunto com uma associacdo adequada de Ca:P na proporc¢do de 2:1. Nosso estudo apresentou uma
proporgio de Ca:P de 5:1, porém sem evidéncia de litiase durante o estudo.

Os cristais ndo apresentaram diferenca significativa no presente estudo (QUADRO 2). A
presenca e o tipo de cristais, bem como a interferéncia do meio urinario (acido ou alcalino) podem
determinar a formacao de litiase (Garcia-Navarro, 2005). Nesse aspecto, a dieta principalmente rica
em proteinas e sal podem influenciar o tipo de calculo. Os calculos de estruvita sdo o tipo mais comum
em ovinos, principalmente devido ao pH alcalino, seguido dos cristais de carbonatos e silicatos
(Araujo etal., 2009). Neste estudo, houve uma predominancia nos primeiros momentos deste tipo de
cristais, sendo substituidos no final do estudo pelos de uratos G500 e pelos de Fosfato Amorfo nos
outros grupos (FIGURA 1). Outro estudo (Ferreira et al., 2014) obteve 27% de cristais ao longo dos
momentos no GC e 8% no grupo Cloreto de Amonio, concluindo que o Cloreto de Amonio apresenta
efeito protetor na formacao de cristais, por diminui¢do da porcentagem no grupo de estudo, apesar
da presencga de cristais em todos os grupos. Outros autores porém (Mavangira et al., 2010), ndo
encontraram associacdo entre a suplementacdo de cloreto de amoénio e a presenga de cristaltria,
porém observaram maior quantidade de cristais (fosfato triplo e oxalato de calcio) em animais que
ndo receberam o Cloreto de Amonio.

Dietas ricas em proteina (>20% PB), podem levar a sobrecarga renal e proteintiria. Nossa
dieta apresentava cerca de 16,19% de PB, dificultando essa ocorréncia. Além disso, o ganho médio
de peso manteve-se dentro da normalidade (FIGURA 2) entre os grupos, sem diferenca
estatisticamente significativa, demonstrando que a utilizacdo de uma dieta balanceada com ou sem o
uso do Cloreto de Amonio ndo interfere no ganho de peso. Nossos estudos corroboram o de Ferreira
et al. (2014), demonstrando que o uso de Cloreto de Amonio ndo interferiu no desenvolvimento dos
animais, com média de ingestdo de ragao foi de 1,15 Kg/d/animal, semelhante aqueles (1,2
Kg/d/animal).

Todos os parametros hemogasométrico analisados (PCO2, pH, HCO-3, TCO2, EB) mostraram-
se sem diferenca estatistica entre os grupos, mantendo-se diferente em alguns momentos dentro do
mesmo grupo (G200 e G500), porém sem estar fora da faixa de normalidade para ovinos, segundo
Ortolani (2003). Mavangira et al. (2010) e Jones et al. (2009) demonstraram acidificagdo urinaria nos
animais avaliados, sem porém apresentar acidose metabdlica, concordando com nossos estudos. Ja
Ferreira et al. (2014) demonstraram acidose metabdlica compensada no grupo em uso do Cloreto de
Amonio com dose de 400 mg/Kg/dia na ragdo. Isso deve ter ocorrido devido a utilizacdo de dieta
hiperproteica, sal mineral e desbalanco Ca:P na dieta, ja que seus animais ja iniciaram o estudo com
pH acido, o que é incomum para ovinos, ocorrendo aciduria intensa. Deve-se evitar acidificagao
urindria excessiva pelo risco de diminui¢do da ingestao de racgdo e o risco de acidose metabdlica,
conforme descrito por Singh et al. (2007), Las et al. (2007) e MacLeay et al. (2004).

A acidose latica rumenal pode levar a acidose metabdlica, sendo caracterizada pela
diminuicdo do pH e HCO-3 (Kaneko, 2008). Como houve o ébito de um animal do G500 durante o
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estudo por enterite e pneumonia no M7, foi levantada a possibilidade de alteracdo do pH do liquido
ruminal pela utilizacdo do cloreto de amoénio como causa. Dessa forma, foi colhida uma tinica amostra
do liquido ruminal para andlise do pH, utilizando peagametro portatil, pela manha, antes da
administracdo do Cloreto de Aménio, através da passagem de uma sonda via oral até o rimen do
animal e aspirado o liquido ruminal e comparados os 3 grupos no Momento 9 (M9) (QUADRO 3). Nao
houve alteracgdes estatisticamente significativas no liquido ruminal, demonstrando a seguranca com
relacdo a administragao de até 500 mg/Kg/PV ao dia.

As concentragdes de ureia mantiveram-se um pouco acima dos limites de normalidade
definido para ovinos (Kaneko, 2008), porém sem diferenca entre os grupos de estudo, somente com
diferenca entre os momentos dentro do mesmo grupo, principalmente os momentos M3 e M4 no
G200 e G500 (QUADRO 4). Apesar disso, nenhum animal apresentou sinais de Sindrome Urémica,
devendo ser devido relacionado ao clima quente. Nossos achados corroboram os estudos de Ferreira
et al. (2014), que apresentaram um valor um pouco mais elevado dos niveis de ureia, sem
sintomatologia nos animais em nenhum dos grupos. Streeter et al. (2001) também constataram
aumento de creatinina (3,9mg/dL) em caprino de trés meses de idade com urolitiase obstrutiva.

Os valores de creatinina encontrados ficaram abaixo dos valores referenciados como normal
(Kaneko, 2008) (QUADRO 5). Apesar disso, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
os grupos, havendo apenas varia¢des dentro do mesmo grupo de estudo, sem significado clinico,
como encontrado por Ferreira et al. (2014) e Lima et al. (2015). A creatinina é um marcador mais
fidedigno de insuficiéncia renal quando comparado a ureia, porém encontra-se alterada apenas
quando mais da metade dos néfrons estdo comprometidos (Garcia-Navarro, 2005). Quando ha
obstrucdo urinaria baixa, ou mesmo obstrugio urinaria alta bilateral, observa-se elevaciao dos niveis
de ureia e creatinina, algo que ndo houve durante o presente estudo. As analises de ambos permitem
excluir disfunc¢des renais durante o experimento, algo ja esperado, pois ndo houve sinais de urolitiase.

No presente estudo ndo encontramos evidéncia de litiase ou suas complica¢des em nenhum
dos Grupos no exame ultrassonografico, provavelmente devido a racdo balanceada e auséncia de
suplementacdo de sal mineral. Foram obtidas imagens dos rins e vias urindrias, encontrando-se
dentro da normalidade, como proposto por Scott et al. (2013). Ferreira et al. (2014) encontraram
calculos e sedimentos vesicais, dilatacdo de pelve renal e espessamento vesical.

0 exame necroscopico do sistema urinario dos ovinos dos trés grupos nio evidenciou litiase
ou suas complicacdes, diferentemente de Ferreira et al. (2014) que demonstraram nefrolitiase,
hidronefrose, perda da defini¢do cértico-medular e hemorragia renal, porém com maior frequéncia
no Grupo Controle, em comparacgao aos grupos de estudo, pelo provavel efeito protetor do Cloreto de
Amonio na litogénese. Talvez isso possa ser explicado pelo uso do sal mineral, dosagem menor e nao
individualizada do Cloreto de Amonio e dieta hiperproteica utilizados nos estudos daquele autor.

CONCLUSOES

A acidifica¢do urinaria foi obtida e mantida com a dose de 500 mg/Kg/PV, principalmente
ap6s M7, quando comparada ao grupo controle e a dose de 200 mg/Kg/PV. Nao houve alteragdes ao
exame fisico, dosagem de ureia e creatinina e na hemogasometria, demonstrando a seguranca da
dose estudada. O modelo experimental ndo levou a produgao de urdlitos, como obtido anteriormente
por Ferreira et al. (2014).
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Quadros

QUADRO 1. Médias (m), desvios-padrdao (s) e medianas (md) do pH urinario de

ovinos durante os momentos (M) nos grupos experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz#*s Md mz#*s Md mz#*s Md

M1 9,0+0,00 9,04a 8,7 +0,95 9,0BCa 8,6 +1,26 9,0BCDEa
M2 85+1,11 9,0Aa 8,1+£1,00 8,04a 7,0+£1,70 6,8BFKLQa
M3 9,0+£0,00 9,0Aa 9,0 £0,00 9,0DEa 8,5+1,30 9,0FGHIJKa
M4 9,0+0,00 9,0Aa 6,3+1,70 5,5BDFGa 6,3 +1,49 6,0AGPUVa
M5 9,0+£0,00 9,0Aa 8,7+0,90 9,0FHa 8,6 £1,30 9,0LMNOUa
M6 9,0+0,00 9,0Aa 9,0 £0,00 9,06la 8,3+1,49 9,0PQRSTVa
M7 8,1+041 8,04a 8,2+0,35 8,54a 6,6 +1,05 6,2CHMRa
M8 8,1+0,22 8,04a 7,4+ 0,95 7,7CEHIa 6,2 +1,06 6,0DINSa
M9 8,7+0,62 9,04 8,5+0,54 9,042 6,3+1,80 5,0E]0Ta

abe etras mindsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenca entre os momentos em cada grupo

QUADRO 2. Contagem de cristais das amostras de urina dos ovinos nos grupos

experimentais (GC, G200 e G500) nos diferentes momentos (M) de colheita.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)

0 1 2 0 1 2 0 1 2

M1 5 0 0 8 1 1 8 1 1
M2 3 0 2 7 1 2 6 1 3
M3 5 0 0 10 0 0 10 0 0
M4 5 0 0 10 0 0 10 0 0
M5 5 0 0 8 1 1 8 1 1
M6 5 0 0 10 0 0 10 0 0
M7 0 1 4 0 5 5 0 4 6
M8 1 1 3 7 2 1 4 1 4
M9 4 0 1 10 0 0 9 0 0

Ausentes (0); Raros (1); Frequentes (2).

ab Diferenca estatistica (p<0,05) dentro do momento pelo Teste Qui-Quadrado.

QUADRO 3. Valores do pH do liquido ruminal coletados no M9 nos grupos experimentais

(GC, G200 e G500) de todos os animais.

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz=s Md mz*s Md mz=s Md
M9 6,8+0,44 7,042 6,5+0,52 6,542 6,22 + 0,44 6,0042

abe | etras minusculas diferentes indicam diferencga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenca entre os momentos em cada grupo
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QUADRO 4. Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) da concentragio sérica de

experimentais (GC, G200 e G500).

sérica de ovinos, nos diferentes

momentos de colheita nos grupos

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mzs Md mz=s Md mz=s Md
M1 44,2+5,89 41,04a 40,3+12,73 39,0Ba 40,2 £5,31 39,54a
M2 49,4 +8,38 49,042 499 +12,06 49,542 40,2 +6,12 41,582
M3 56,8+8,10 60,082 58,5 +9,36 55,5B¢Cba 51,7 + 7,34 51,08B¢ba
M4 350+7,87 37,08Ba 34,1 +£8,03 32,0CEFGHa 31,0 £ 6,32 31,5CEFa
M5 42,4+5,89 41,042 52,3 +16,02 48,5k 46,7 + 6,03 47,5k
M6 46,4+6,18 45,042 51,6 + 6,83 49,5Fa 46,3 + 6,58 47,0Fa
M7 45,2+4,54 47,042 47,2 + 8,68 45,6DPa 42,1+3,90 43,0Da
M8 46,6+6,18 47,042 53,8 + 8,39 49,06a 41,7 + 3,86 44,042
M9 47,4+10,54 44,04a 57,5+ 20,46 70,0Ha 48,5 +5,75 48,042

abe [ etras minusculas diferentes indicam diferenga entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maitsculas diferentes indicam diferenca entre os momentos em cada grupo

QUADRO 5. Médias (m), desvios-padrao (s) e medianas (md) da concentragdo sérica de

creatinina (mg/dL) sérica de ovinos, nos diferentes momentos de colheita nos grupos

experimentais (GC, G200 e G500).

GC (n=5) G200 (n=10) G500 (n=10)
mz#s Md mz=s Md mz#s Md

M1 0,71+0,14 0,768Ca 0,76 £ 0,09 0,75BCDba 0,70 £ 0,07 0,72BCDa
M2 0,63+0,08 0,634 0,70 £ 0,09 0,67FEFa 0,64 £ 0,06 0,64Ea
M3 0,51+0,06 0,524a 0,60+0,13 0,608B6a 0,55+ 0,06 0,56F
M4 0,73+0,11 0,71DEa 0,80 0,09 0,796GH0a 0,73 £0,06 0,74BFGHa
M5 0,41x0,06 0,41Bba 0,48 £ 0,09 0,49CEHILa 0,43 £0,06 0,43CEGla
M6 0,4810,04 0,51CEa 0,56 +£0,10 0,560PFla 0,57 +0,03 0,57PHa
M7 0,57+0,07 0,594a 0,64 + 0,09 0,640a 0,60 + 0,04 0,614
M8 0,61+0,07 0,624a 0,69 + 0,08 0,68ka 0,63 0,09 0,644
M9 0,63+0,07 0,63Aa 0,69 £ 0,10 0,71La 0,68 0,03 0,68l

abe etras mindsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos em cada momento. ABC Letras

maiusculas diferentes indicam diferenca entre os momentos em cada grupo
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FIGURA 1. Variagdo do tipo de cristais urinarios ao longo dos momentos (M) no GC, G200 e G500
(Legenda: AU - acido urico, E - Estruvita, FA - Fosfato Amorfo, OL - Oxalato).
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FIGURA 2. Ganho de Peso médio diario (g) ao longo dos momentos (Semanas) avaliados

em ovinos nos GC, G200, G500 e média geral.
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Trabalho a ser enviado para Pesquisa Veterinéria Brasileira.

INSTRUCOES AOS AUTORES Os artigos devem ser submetidos através
do Sistema Scholar One, link, com os arquivos de texto na versao mais recente
do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacéo disponiveis no
ato de submisséo e no site da revista (www.pvb. com.br). Devem constituir-se de
resultados de pesquisa ainda nao publicados e nao considerados para publicacéo
em outro periédico. Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short commu-
nications) sob a forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de
paginas do artigo enviado. Embora sejam de responsabilidade dos autores as
opinides e conceitos emitidos nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia
da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificaces
aconselhaveis ou necessarias. Os artigos submetidos sdo aceitos através da
aprovacgédo pelos pares (peer review). NOTE: Em complementag&o aos recursos
para edicdo da revista é cobrada taxa de publicacdo (paper charge) no valor de
R$ 2.000,00 por artigo editorado, na ocasiéo do envio da prova final, ao autor para
correspondéncia. 1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUQAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS: a) o Titulo
deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores de identificacdo
cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS. b) O(s) Autor(es)
deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos, mas
mantendo o primeiro nome e o Ultimo sobrenome por extenso, como por exemplo:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto
P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-
Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores; c) o ABSTRACT deve
ser uma versdo do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativo,
seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo; d) o RESUMO deve
conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais
importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAQ”
que incluem palavras do titulo; €) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacéo

bibliografica especifica sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar
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com a indicac&o do objetivo do artigo; f) em MATERIAL E METODOS devem ser
reunidos os dados que permitam a repeticdo da experimentacdo por outros
pesquisadores. Em experimentos com animais, deve constar a aprovacao do
projeto pela Comisséo de Etica local; g) em RESULTADOS deve ser feita a
apresentacao concisa dos dados obtidos. Quadros (em vez de Tabelas) devem
ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de varias repeticdes. E conveniente expressar dados complexos, por
graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos; h) na
DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o convém
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacdo do autor e da revista de publica-los; i) as CONCLUSOES devem
basear-se somente nos resultados apresentados; j) Agradecimentos devem ser
sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé; k) a Lista de
REFERENCIAS, que so incluird a bibliografia citada no artigo e a que tenha
servido como fonte para consulta indireta, deverda ser ordenada alfabetica e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicacao citada, e, abreviado
(por extenso em casos de duvida), o nome do periddico ou obra, usando sempre
como exemplo os Ultimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br). 2. Na
elaboracdo do texto devem ser atendidas as seguintes normas: a) A digitacédo
deve ser na fonte Cambria, 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 no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem
ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser
escritos por extenso no inicio de cada capitulo. b) a redacao dos artigos deve ser
concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no
texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo numeros arabicos
colocados em sobrescrito apos a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numeracgao sera continua por todo o artigo; as notas deverao ser lancadas ao pé
da pagina em que estiver o respectivo numero de chamada, sem o uso do “Inserir

nota de fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados
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no texto. Estas citagfes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel,
em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um so
paragrafo e ndo devem conter citagcdes bibliograficas. c) no rodapé da primeira pagina
devera constar endereco profissional completo de todos os autores (na lingua do pais dos
autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos demais autores. Em sua redacao
deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais; d) siglas e abrevia¢cdes dos nhomes de
instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no artigo, seréo colocadas entre parénteses,
apds 0 nome da instituicdo por extenso; e) citacdes bibliograficas serao feitas pelo sistema
“autor e ano”; artigos de até dois autores serao citados pelos nomes dos dois, € com mais
de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.,..”, mais o0 ano; se dois artigos ndo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de
letras minUsculas ao ano. Artigos ndo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e 0 ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera incluida na lista uma s6
vez. A mencgdo de comunicagdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto
somente com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacbes de artigos
colocados cronologicamente entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome do autor
e 0 ano, nem ponto-e-virgula apés cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al.,.. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007); f) a Lista das REFERENCIAS
devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com os nomes cientificos em italico (grifo),
e sempre em conformidade com o padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenacao de seus varios elementos. 3. Os graficos (=Figuras) devem
ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A
chave das convencfes adotadas sera incluida preferentemente, na area do grafico
(=Figura); evitar-se-a o0 uso de titulo ao alto do gréfico (=Figura). 4. As legendas
explicativas das Figuras devem conter informagfes suficientes para que estas sejam
compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do texto). 5. Os Quadros
devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as colunas deve vir o
cabecalho entre dois tragos longos, um acima e outro abaixo. Nao hé tracos verticais, nem
fundos cinzas. Os sinais de chamada seréo alfabéticos, recomecando, 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.



