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EFEITO DO CLORETO DE AMONIO, ACIDO CITRICO E CLORETO DE SODIO
NO CONTROLE DE CISTITES EM PORCAS

RESUMO - As infec¢des urinarias (IU) em porcas estdo entre as principais causas
de falhas reprodutivas que influem na produtividade do rebanho, proporcionando
grandes prejuizos econbmicos. No presente trabalho foram testados dois
acidificantes urinarios - o acido citrico e o cloreto de aménio e cloreto de sddio, de
modo a comparar a atividade destes produtos, no controle de cistites em matrizes
suinas. Utilizaram-se 53 porcas adultas, gestantes ou ndo, de linhagens comerciais,
portadoras ou n&o de cistite, sendo identificados os animais sadios ou afetados com
base nos resultados de urindlises e cultivos bacterianos. O primeiro ensaio foi
constituido de duas fases - fase 1 — realizada com 25 fémeas em inicio de gestacao
(20 com cistite e 5 sadias), alimentadas com rag¢ao de gestacao e fase 2 — realizada
com 20 animais em final de gestagao (16 com cistite e 4 sadias), alimentadas com
racdo de lactacdo. O pH, a densidade e a contagem bacteriana nas amostras de
urina foram as variaveis estudadas. No segundo ensaio foram utilizadas 8 porcas,
todas com cistite e ndo gestantes. A quatro delas administrou-se racdo com cloreto
de ambnio e outras quatro receberam racdo nao suplementada com o produto.
Avaliou-se o consumo de agua, a producao de urina, os pH da urina e do sangue.
Os resultados demonstraram que o acido citrico determinou diminuicdo do numero
de unidades formadoras de colénias, porém nao interferiu no pH e densidade
urinaria dos animais. O cloreto de aménio reduziu o pH urinario demonstrando acao
acidificante mesmo colhendo a urina 24 horas apds o arragoamento, porém nao
interferiu nas densidade e contagem bacteriana. Com relacdo o cloreto de sédio
(1,5% ou 52,5 g/Kg de racédo) nao se observou qualquer efeito sobre os parametros

estudados (pH urinario, densidade e contagem bacteriana).

Palavras- Chave: acidificantes urinarios, infeccao urinaria, sais acidificantes .
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EFFECT OF CHLORIDE OF AMMONIUM, ACID CITRIC AND SODIUM CHLORIDE
IN THE CONTROL OF CYSTITIS IN SOWS

SUMMARY - the Urinary infections (IU) in sows are among the main causes of
reproductive imperfections that influence in the productivity of the flock, providing
great economic damages. In the present work two acidifiers were tested out - acid
citric and the chloride of ammonium and sodium chloride, in order to compare the
activity of these products, in orther to control the cystitis in swine. 53 adult, pregnants
and non pregnant sows were used , of tradeable ancestries, bearing, dont bearing
cystitis being identified the healthy or affected animals on the basis of the bacterial
results of urinalysis culture. The first assay was carried out into two phases - phase 1
- carried through with 25 females in theirs early gestation (20 with cystitis and 5
healthy ones), fed gestation diet and phase 2 - carried through with 20 animals in
gestation end (16 with cystitis and 4 healthy ones), fed with lactation ration. pH, the
density and the number of CFUs in the urinary samples were the studied. As the
assay 8 sows had been held envolving, all cystitis and not pregnant. Four out of 8
sows were fed with chrolide ammonium based rations. The remnants 4 were fed with
no supplemented feed. The consumption of water, urinary output, urinary pH and the
blood were also evaluated. The results showed that the citric acid determined a
decrease in the CFU. However, it didn’t interfere at both pH and urinary density in
the animals. The ammonium chloride reduced the urinary pH showing acidifying
action even while collecting the urine after a period of 24 hours after the feeding time.
Both density and CFU were not changed. Regarding the sodium chloride (1.5% or
52.5g/kg) nothing was found out within the complying parameters (pH urinary,
dendity and CFU).

Key - Words: urinary acidifiers; urinary infections; acidifiers salts.



1. INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem, ao longo dos anos, comportando-se de maneira
bastante similar ao que ocorre na América do Norte e Europa. Esta ocorrendo a
diminuicdo progressiva do numero de granjas, com aumento significativo no
tamanho dos plantéis. Paralelamente, novas técnicas nas areas de genética,
producdo, nutrigdo e controle de enfermidades tém sido constantemente
desenvolvidas e implantadas pela suinocultura moderna (SESTI, 1995).

Contudo, a intensificacdo da producdo, tem determinado o aumento da
incidéncia de doencas multifatoriais. Atualmente, acredita-se que 75% ou mais das
perdas econOmicas das granjas suinas estejam relacionadas a estas doencas.
Dentre elas, destacam-se as infeccdes urinarias, tanto pela alta prevaléncia em que
sdo encontradas nos rebanhos suinos, quanto pelas perdas econémicas por elas
determinadas (SOBESTIANSKY & WENDT, 1993). Os problemas urinarios sao
responsaveis por 50% das mortes subitas de fémeas em producao, representando a
principal causa de mortalidade de animais adultos (PERESTRELO et al., 1991).

Pesquisadores tém apresentado dados referentes aos grandes prejuizos
determinados pelas infeccbes urindrias em granjas suinas. Estes resultados
mostram a estreita relacao entre as infec¢cdes urinarias e os problemas reprodutivos,
como o aumento na taxa de retorno ao cio, a reducdo da leitegada e aborto
(PERESTRELO & PERESTRELO, 1988; MADEC & DAVID, 1984).

A prevaléncia das infec¢gbes urinarias em porcas de granjas industriais no
Brasil situa-se em niveis considerados graves. Como geralmente evoluem sem a
manifestacao de sinais clinicos aparentes, os produtores além de nao darem a elas
a devida importancia, ndo fazem a associacao entre a presenga das mesmas com
problemas de produtividade do rebanho. Porém muitas granjas tecnificadas tém
adotado a pratica da administracéo rotineira de acidificantes urinarios na racao das
porcas, em determinada fase do ciclo reprodutivo, para controlar a ocorréncia de
infeccdes urinarias (ALBERTON, 1998).



N&o ha, no entanto, comprovacao da eficiéncia destes acidificantes urinarios no
controle de infeccdes urinarias em porcas. Desta forma, através do presente estudo
objetivou-se avaliar os efeitos de dois acidificantes de urina - o cloreto de amoénio e o
acido citrico, no tratamento da cistite em porcas e concomitantemente, verificar se o
cloreto de sbdio, em doses mais elevadas que as usuais, poderia substituir os

acidificantes, por favorecer o0 aumento da diurese nos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

As infecgdes urinarias (IU) estdo entre as principais causas de falhas
reprodutivas que influem na produtividade do rebanho por afetarem, principalmente, a
saude geral das matrizes e aumentarem consideravelmente a taxa de reposicao
(GIROTTO et al.,, 2002). Devido a alta frequéncia e relacdo com problemas
reprodutivos, a IU é considerada doencga endémica, uma vez que as perdas acometem
varias fases do ciclo de producao (SOBESTIANSKY & DALLA COSTA, 1995).

Entende-se por infeccdo urindria (IU), muitas vezes denominada somente de
cistite, como a penetracdo e multiplicacdo de microrganismos nas vias urinarias,
podendo atingir todo aparelho urinario ou somente parte dele. A denominagéao infeccao
urinaria em fémeas suinas de producdo deve-se ao fato de na etiologia estarem
envolvidos um ou mais agentes e porque ela ocorre, com maior freqiéncia, nas fémeas,
0 que é atribuido as diferengas anatémicas e as variacoes fisioldgicas que acontecem
nas fémeas, como cio, gestacao e parto (SOBESTIANSKY et al.,1999).

Segundo PERESTRELO et al. (1991), na espécie suina as nefrites e pielonefrites
sdo menos frequentes que as cistites, o que se deve provavelmente ao fato de que a
bexiga pode ser afetada isoladamente, enquanto que a inflamacéo dos rins geralmente
esta associada a cistite, evidenciando sua origem ascendente.

No Brasil, a prevaléncia de infeccao pode variar, sendo que em algumas granjas
pode atingir até 64% das fémeas (CARVALHO, 1990; SOBESTIANSKY et al., 1999).
Estudos internacionais consideraram a cistite-pielonefrite como sendo a principal causa
de descarte e/ou morte de reprodutoras, oscilando a prevaléncia em 7,5% no Canada,
13% na Dinamarca e 40% na Franca e Inglaterra (PERFUMO et al., 2003). Os gastos
estimados com porcas com infeccdo urinaria sdo de 160 dolares/porca/ano,
considerando medicamentos, queda no desenvolvimento e morte dos leitbes antes e
apos o parto (Petersen, 1979, citado por GIROTTO et al., 2002).

De acordo com Obling (1969), citado por WENDT et al. (1993a), a presenca de
microrganismos na urina € o Unico sintoma patognoménico de infeccdo urinaria.

Considera-se infeccdo quando o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) for



igual ou superior a 10°/mL (NAKAGIMA, 1984; WENDT et al., 1993b) e/ou quando for
diagnosticado Eubacterium suis em esfregacos de sedimento de urina de porcas
(WENDT et al., 1993a). Porém SANSOT et al. (1998) consideraram como patolégico um
nimero de bactérias na urina maior que 10*UFC/mL.

2. 1. Etiologia

Embora isto ja ndo seja unanime, alguns autores ainda classificam as cistites em

inespecificas e especificas, dependendo do agente etiolégico envolvido.

2.1.1. Cistites inespecificas

As cistites inespecificas ou cistites ambientais sdo consideradas doencas
multifatoriais, ou seja, de etiologia complexa, que encontram, em certos rebanhos,
condicoes favoraveis a sua manifestacdo e permanecem enzoébticas, apresentando
carater crbnico. Estas, geralmente estdo associadas a enterobactérias que néao
exercem seu efeito patogénico sobre a mucosa da bexiga sem que as condi¢coes de
ambiente e manejo sejam propicias (SOBESTIANSKY et al., 1991).

A flora bacteriana envolvida nas infec¢des urinarias inespecificas, caracteriza-se
como essencialmente fecal com predominancia de Escherichia coli. Estas bactérias,
quando patogénicas, possuem fatores de viruléncia contribuindo na habilidade de
causar a infeccao (BRITO et al., 1999).

Segundo GRAUER (1991), a viruléncia bacteriana € o numero de bactérias
invasoras sao os dois maiores fatores para se estabelecer a infeccdo. A habilidade da
bactéria em aderir a superficie epitelial se deve as fimbrias que sdo rigidos filamentos
protéicos encontrados nas bactérias gram negativas. Além das fimbrias, outros
elementos que aumentam a viruléncia bacteriana, incluem o antigeno capsular K, o qual
interfere na opsonizacao e fagocitose, o antigeno O que é uma endotoxina que diminui
a contracdo do musculo liso, diminuindo o peristaltismo uretral. A resisténcia bacteriana
a drogas antibiéticas, pode ser resultado de resisténcia inerente, mutagédo e selecao ou
da transferéncia do fator de resisténcia (Fator R) entre microrganismos através da DNA



transferase. Este fator tem sido identificado nas bactérias gram negativas incluindo E.
coli, Enterobacter, Klebsiella e Proteus.

Com relacao a freqiiéncia de isolamento de bactérias envolvidas na ocorréncia
de infecgdo urinaria inespecifica, MADEC & DAVID (1984) e REIS et al. (1992),
verificaram as seguintes bactérias, conforme Tabelas 1 e 2:

Tabela 1-Frequéncia de bactérias isoladas nas 226 amostras de urina de matrizes
suinas com bacteridria.

Bactérias isoladas Frequéncia (%)
Escherichia coli 34,1
Streptococcus 26,6
Staphylococcus 12,5
Outros 26,8
Total 100

FONTE: MADEC & DAVID(1984)

Tabela 2- Frequiéncia de bactérias isoladas da urina de 60 porcas com bacteridria.

Bactéria Isoladas Frequéncia (%)
Escherichia coli 27.0
Streptococcus 20.0
Escherichia coli+ Streptococcus 12.0
Staphylococcus 8.0
Escherichia coli + Staphylococcus 5.0
Streptococcus + Staphylococcus 3,0
A.suis 2.0
Outros 18.0
Total 100

FONTE: REIS et al. (1992)

Segundo JONES (1992) Escherichia coli, Klebsiellae, Streptococcus de varios
grupos sorolégicos e outros anaerdbicos estdo freqlentemente associados com a
infeccao do trato urinario. SANSOT et al. (1998) em estudo com urina de 408 porcas,
constatou que 32% estavam com bacteritiria acima de 10* UFC/mL e que 62% destas
amostras estavam representadas por E. coli, 7,5% por Staphylococcus, 6% por Proteus,
5,5% por Streptococcus e 1% por Pseudomonas.



2.1.1.1. Doenca multifatorial

Atualmente o conceito de doenca multifatorial para definir alguns complexos
patolégicos, que afetam os suinos sob condigdes intensivas é amplamente aceito.
Neste sentido incluem-se as infecgbes urinarias (IU) (SOBESTIANSKY & WENDT,
1993).

Com o aumento da produtividade da suinocultura moderna, pela intensificacao
da producao e a exploracao de animais geneticamente mais exigentes e mais sensiveis
a doencas, tem ocorrido aumento das doencas multifatoriais. Estas doencas, embora
sejam causadas por agentes infecciosos definidos, possuem seu desencadeamento
condicionado a existéncia de uma série de fatores predisponentes. Segundo
SOBESTIANKY & WENDT, (1993) sédo considerados como fatores predisponentes de
infecgOes urinarias os seguintes elementos:

1. Estrutura anatdbmica do aparelho urinario: a distancia entre a vulva e uretra
é relativamente pequena, o que torna a bexiga mais predisposta a ascensao de
bactérias, em especial, aquelas das floras retal ou vulvar;

2. Posicdo da vulva em relacdo a fonte de infeccdo: em porcas que
assumem a posicdo de “cao sentado” pode ocorrer a penetracdo de material
contaminante na vagina, o qual pode, via uretra, atingir a bexiga;

3. Mas condigbes de higiene das instalagées: ma higiene, principalmente nos
locais onde as porcas habitualmente se sentam, promove aumento da pressao de
infeccdo ambiental;

4. Problemas do aparelho locomotor: as porcas com esse tipo de problema,
apresentam tendéncia a consumir quantidades insatisfatorias de racao e de agua e
apresentarem menor atividade fisica, pois permanecem muito tempo sentadas ou
deitadas, tendo como conseqliéncia a subnutricao e a diminuicdo da frequéncia de
micgao diaria;

5. Qualidade da agua: aguas extremamente acidas (pH < 5,7) e com alto teor
de nitrato (acima de 150mg/L) tém efeito irritante para o aparelho urinario,
favorecendo infecgoes;



6. Quantidade de agua ingerida: o baixo consumo de agua pelas porcas tem
como conseqiéncia a menor freqiéncia de micgdes por dia e estagnacao
prolongada de urina na bexiga, o que favorece a multiplicacdo bacteriana;

7. Atividade fisica: a falta de atividade estd relacionada as menores
frequéncias de ingestao de agua e de micgdes por dia;

8. Coprostase: durante a gestacdo a atividade hormonal tem como
consequéncia a atenuacao da atividade das fibras musculares lisas, o que explica a
tendéncia das fémeas em gestacdo apresentarem constipacdo, bem como refluxo
urinario da bexiga aos rins;

9. Estado nutricional: manejo alimentar incorreto de racéo, durante o periodo
de gestacao, pode conduzir a ganho excessivo de peso, desestimulando a atividade
fisica, permanecendo deitada por longo periodo de tempo;

10. Instalaces: cistites parecem ser mais freqientes quando as fémeas sao
mantidas sobre piso, cujo ripado ndo permite a passagem das fezes, nem mesmo
através do pisoteio das porcas;

11. Traumatismos: as bactérias que se encontram em lesbes prdéximas ao
sistema urinario podem em condi¢cées favoraveis, atingir por via ascendente a
bexiga, se multiplicarem e darem origem a cistite;

12. Estado fisioldgico da fémea: durante a gestacao pode ocorrer reducéao na
freqiéncia de micgbes, exatamente na fase em que o metabolismo € maximo;

13. Situagcbes estressantes e desordens endocrinas: estes fatores
predisponentes se combinados com outros, podem reduzir a resisténcia do animal;

14. |dade da fémea: as infeccoes do aparelho urinario sdo mais freqtientes em
porcas velhas, o que pode estar relacionado ao aumento do peso, falta de atividade

fisica e relaxamento do esfincter vesical.



2.1.2. Cistite especifica

Descreve-se como cistite especifica as infecgdes causadas por Actinobaculum
suis. Esta denominagédo € atual e foi proposta por LAWSON et al. (1997). O agente,
originalmente foi denominado como Corynebacterium suis, posteriormente Eubacterium
suis e Actinomyces suis.

A cistite especifica é descrita como doenca esporadica, de transmissao venérea,
limitada as fémeas (SOBESTIANSKY et al.,1991). A infeccao das fémeas ocorre, na
maioria das vezes, por ocasido da cobertura por cachacos infectados (WENDT et al.,
1993a).

A constatacdo da presenca de A.suis no diverticulo prepucial é interpretada
como um estado de portador do macho, uma vez que geralmente este ndo adoece
(DAGNALL & JONES, 1982). Mesmo leitdes orquiectomizados com oito semanas de
idade ou mais, sdo provaveis portadores desta bactéria (SMITH, 1984).

Trabalhos realizados no Brasil confirmam que fémeas suinas sem sintomas e
alteragbes na urina podem albergar o A. suis, normalmente na bexiga
(SOBESTIANSKY et al., 1999). DAGNALL & JONES (1982) indicaram que os raros
achados de A.suis no trato urinario inferior de fémeas sadias se deve ao fato das
técnicas de culturas serem insuficientemente sensiveis para detecta-la.

Uma vez estabelecida a presenca do A.suis por via ascendente, 0 microrganismo
pode atingir o aparelho urinario, pela presenca de fatores predisponentes e provocar
cistite e/ou pielonefrite (WENDT et al., 1993b). As infec¢des por via ascendente sdo as
mais freqUentes. O meio ambiente, por estar contaminado, representa fonte de infeccao
para inUmeras bactérias, o que permite a entrada e colonizacdo da porgcéao distal do
trato genital e terco final da uretra (OSBORNE & LEES, 1995).

2.1.2.1. Mecanismos de defesa

Segundo SOBESTIANSKY & WENDT (1993), bexigas sem lesées e em plena
funcao fisioldgica nao sofrem infeccao pela simples presenca de microrganismos sendo,
portanto, “praticamente resistentes” a infeccées. A manutencéo da integridade do trato

urinario, apesar da exposi¢cao continua aos microrganismos, evidencia a existéncia de



mecanismos de protecdo (SOBESTIANSKY & WENDT 1993; OSBORNE & LEES,
1995).

O esvaziamento normal da bexiga representa eficiente mecanismo de defesa
natural contra as infecgbes urinarias (SOBESTIANSKY & WENDT, 1993). Segundo
GRAUER (1991), o mecanismo de esvaziamento completo é responsavel por remover
cerca de 95% das bactérias que penetram na bexiga urinaria.

Desordens que afetam a freqléncia ou o volume de urina predispdem as
infeccdes. O deslocamento de bactérias em direcdo a bexiga é dificultado pelos
movimentos peristalticos, em sentido caudal, da uretra e pela acdo bactericida da urina
(OSBORNE et al., 1979). Entretanto, mesmo em condi¢ées normais, algum refluxo de
urina da uretra pode ocorrer. Assim, é possivel que bactérias resistentes na uretra
cheguem a bexiga e multipliguem-se na urina (OSBORNE & LEES, 1995). A alta
pressdo da zona média da uretra e a contracdo espontdnea ajudam na prevencao da
ascensao das bactérias (GRAUER, 1991; OSBORNE & LEES, 1995).

As células uroepiteliais produzem glicosaminoglicanos (um polimero de
carboidratos e proteina) que cobrem a superficie epitelial desde os tubulos renais
distais, até a uretra. Por serem hidréfilos, os glicosaminoglicanos fixam um filme
aquoso, formando uma camada que serve como barreira para a aderéncia de bactérias
(OSBORNE & LEES, 1995).

Ha evidéncias de que a mucosa vesical possui propriedades antibacterianas
intrinsecas, suficientes para eliminar bactérias da urina que persistam na bexiga apos a
micgdo. Esta atividade bactericida é efetiva desde que o volume residual da urina,
assim como a quantidade de bactérias, ndo sejam excessivos (NORDEN et al., 1968;
OSBORNE & LEES, 1995).

A urina pode ter acao inibitéria sobre o crescimento bacteriano e pode até agir
como bactericida nas contaminag¢des por patdégenos causadores de infecgdo do trato
urinario. O efeito da urina sobre os microrganismos é dependente da combinacao entre
fatores ligados a composicdo da urina e fatores relativos as caracteristicas dos
microrganismos, apresentados no momento da contaminagdo. Como fatores

antimicrobianos incluem valores extremos do pH, osmolaridade alta, concentragédo alta
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de uréia, alguns acidos organicos fracos derivados da dieta e urinas diluidas por falta de
nutrientes (OSBORNE et al., 1979; GRAUER, 1991; OSBORNE e LEES, 1995).

A esfoliagdo de células do uroepitélio € um processo normal de renovagao.
Quando as células sdo danificadas, o processo de esfoliacdo é intensificado
(OSBORNE & LEES, 1995; WOLDEMESKEL et al., 2002).

A colonizagdo por nao patégenos (flora) na vulva diminui a colonizagao por
patdgenos, pois ocupam muitos sitios receptores epiteliais e produzem bacteriocinas
que interferem no metabolismo dos agentes patogénicos (GRAUER, 1991).

A proteina de Tamm-Horsfall € produzida exclusivamente pelas células tubulares
do ramo ascendente da alca de Henle e no tdbulo distal. Esta glicoproteina tem sido
incluida dentre os fatores de defesa encontrados na urina, devido a sua propriedade de
ligar-se as fimbrias da superficie bacteriana impedindo muitas bactérias de aderirem-se
aos receptores celulares do uroepitélio (OSBORNE & LEES, 1995).

Alguns carboidratos de peso molecular baixo, os oligossacarideos, tém sido
considerados dentre os mecanismos de defesa contra infec¢des do trato urinario. Os
oligossacarideos tém potencial para romper a ligacao da Echerichia coli as células do
uroepitélio e também podem agir prevenindo tais aderéncias. Supostamente, o0s
oligossacarideos da urina sdo semelhantes a porcdo de agucar que compdem 0S
receptores de superficie das células epiteliais e podem ligar-se as bactérias (DEE,
1992; OSBORNE & LEES, 1995).

Ha evidéncias de que a produc¢do local de anticorpos pode auxiliar na protecao
do trato urinario contra infecgbes. A secregéo de imunoglobulina A (Ig A) é mais intensa
nas mucosas uretral e genital e interfere no mecanismo de aderéncia das bactérias as
células superficiais do trato urinario (REID & SOBEL, 1987; OSBORNE & LEES, 1995).
Os leucécitos tém papel importante nos processos inflamatérios iniciados por infecgdes
bacterianas da parede vesical e constatou-se que mesmo dispersos na urina, 0S
leucocitos podem manter a atividade fagocitaria (OSBORNE & LEES, 1995).
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2.2. Acidificantes de urina e cloreto de soédio

Varios sdo os produtos indicados para a acidificacdo da urina em medicina
veterinaria, havendo referéncias sobre o uso do fosfato acido de sdédio, cloreto de
célcio, cloreto de amdnio, acido ascorbico, acido mandélico, D-L-metionina (OSBORNE
et al., 1979), acido citrico (DEE et al. 1994), acido D-glucénico anidro, acido fosférico
(IZQUIERDO & MAULDEN, 1991) e &cido hiparico (MANDELL & SANDE, 1991).

Acidificantes de urina sao frequientemente incluidos no tratamento e programas
de prevencao da Sindrome Urolégica Felina, pois urina acida é um método efetivo na
dissolugcado e prevencdo de urdlitos de estruvita. A investigacdo do efeito de varios
agentes acidificantes na urina e no balangco acido-base em gatos adultos demonstrou
que alguns acidificantes como o cloreto de aménio, acido fosférico, cloreto de calcio e
acido glutdmico baixaram o pH da urina de 6,87 para 5,88, 6,43, 594 e 5,92,
respectivamente (IZQUIERDO & MAULDEN, 1991).

Além da acidificacao da urina, a hidratagao profilatica é utilizada como forma de
tratamento de cistites e pielites em pacientes humanos (MERIA et al., 1998;
HERMINEU et al., 1999).

KRAMER et al. (1997) demonstraram que urina acida com pH 6,0 poderia servir
para tratamento de cistites incrustadas de caes e gatos, causadas por Corynebacterium
urealyticum, ja que a acidificacdo inibe a multiplicagéo desta bactéria.

MARKWELL et al. (1999) estudaram o efeito de dietas comerciais contendo
acidificantes de urina e concluiram que foram capazes de reduzir a proporcao de gatos
com esta cistite.

Em suinocultura, vem sendo empregado o cloreto de amdnio ou, mais
recentemente, o acido citrico como preventivos de infec¢cdes em porcas reprodutoras.
Segundo SOBESTIANSKY et al., (1999) o cloreto de aménio adicionado a racao, na
dosagem de 2,5 a 3,0 g/ Kg de racao, por periodo de 10 a 14 dias, ndo comprometem o
desempenho produtivo e, por curto espaco de tempo, tornou o pH da urina mais baixo,
além de fazer com que as fémeas ingirissem maior volume de agua, estimulando maior

freqUéncia de micgdes.
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O acido citrico pode ser adicionado a ragao durante 14 dias, na dose de 56,7 g
por dia, ndo devendo ultrapassar 30 dias consecutivos, uma vez que em seres
humanos e animais de laboratério, verificou-se que pode ocorrer elevado depédsito de
metais pesados nos ossos (DEE et al., 1994).

Os sais acidificantes, como o cloreto de aménio, tendem a produzir acidose e
exercem efeito diurético transitorio, pois aumentam a excrecdo de cloreto renal
causando resposta diurética (HUTCHEON, 1971). A acao diurética destes € maior do
que se poderia esperar de seu efeito osmoético (GROSS & McCRADY, 1983).

ApoOs a ingestao de cloreto de amonio (NH4Cl), este se dissocia em cation 1abil de
amonio (NH4") e anion fixo cloreto (CI'). No duodeno, o NH,* é absorvido ou dissociado
em aménia (NH3) e um céation de hidrogénio (H*). O ion amoénia é absorvido e
transportado para o figado, onde é incorporado aos aminoacidos ndo essenciais ou
convertido em uréia (CH4N20). A acdo acidificante depende da conversao hepatica de
ions de amdnia em uréia, com producao de prétons (GROSS & McCRADY, 19883;
TATON et al., 1984; MUDGE & WEINER, 1991).

O H* e o CI' no lumen intestinal podem ser absorvidos ou o bicarbonato pode ser
excretado dentro do lumen para neutralizar esses ions. Neste caso, os fluidos corporais
sao acidificados (TATON et al., 1984). A acidose metabdlica deriva da dissociacao de
cloreto de amoénio nos tecidos para amoénia e ions hidrogénio (NH4Cl e NH3 + H* + CI )
(HUTCHEON, 1971).

Como resultado da acidose produzida pelos sais acidificantes, entra em acao a
defesa renal (a composicdo do liquido extracelular é alterada por modificacbes nas
concentragdes do cloreto e do bicarbonato), até que se consiga compensacao completa
para o equilibrio. O rim excreta a mesma quantidade de sal acidificante relativo aquele
administrado. Isto requer a eliminacdo de cloreto ndo acompanhado de cation,
resultando em sobrecarga aguda de cloreto para os tubulos renais (HUTCHEON, 1971;
GROSS & McCRADY, 1983).

O rim pode efetuar isto elaborando aménia (NH3), secretando H* , em troca de
Na*, e assim excretando Cl - em combinacdo com NH,". Porém parte do cloreto escapa

a absorcdo e passa para a urina com equivalente quantidade de cétions, usualmente
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sbédio, e quantidade isosmética de agua. Atingindo a compensacdo nao mais se
observam os efeitos diuréticos (ndo é mais eficaz na mobilizacdo de liquidos
extracelulares). O desenvolvimento de acidose subclinica e a resultante producéao de
urina acida sdo utilizados no tratamento de certos tipos de cistite (GOODMAN &
GILMAN, 1978; GROSS & McCRADY, 1983).

Quando o cloreto de aménio é administrado por uma semana, a excrecao de
cloreto na urina aumenta progressivamente. A excrecao de sédio aumenta nos 2° e 3°
dias durante a terapia e a diurese também ocorre. A excrecao de sodio diminui quando
ha excrecao de ions aménio (GROSS & McCRADY, 1983).

A ingestao cronica de cloreto de amdnio (NH4Cl) produz acidose metabdlica e
alteragdes no metabolismo de célcio em muitos animais e no homem. Estas alteragbes
incluem o aumento da concentracao de ions de calcio no sangue, aumento da excrecao
de célcio na urina e aumento na mobilizacao de célcio nos ossos (CHING et al., 1989).
O decréscimo do pH nos fluidos corporais representa um forte estimulo para a atividade
dos osteoclastos e inibicdo dos osteoblastos (BUSHINSKY, 1995). O ion aménio é
téxico em altas concentracdes, mas desempenha importante papel na manutencédo do
equilibrio acido-basico (MUDGE & WEINER, 1991).

A utilizacdo de acidos organicos em dietas de animais, possui efeito preventivo,
pela acao antimicrobiana através da diminuigdo do pH da dieta (PARTANEN & MROZ,
1999). Quando o &cido organico esta em sua forma nado dissociativa, ele passa
facilmente pela membrana semipermedvel dos microrganismos. Dentro da célula onde
o pH é mantido préximo de 7,0, o acido se dissocia e suprime as enzimas celulares
(descarboxilases e catalases) e o sistema de transporte de nutrientes (PARTANEN &
MROZ, 1999).

O papel do acido organico estaria relacionado também a reducado do pH do
conteudo do trato digestorio. Com isso, aumenta a acdo das enzimas digestivas,
melhorando a digestibilidade dos nutrientes, criando um ambiente favoravel para o
desenvolvimento da flora bacteriana desejavel e inibindo o estabelecimento da flora
patogénica (FALKOWSKI & AHERNE, 1984; GIESTING & EASTER, 1985; BURNELL et
al., 1988). Como exemplo o 4cido citrico ou acido 2-hidroxi-1, 2, 3-propanotricarboxilico,
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€ o0 acido das frutas citricas, amplamente distribuido na natureza, sendo um elemento
fundamental no metabolismo intermediario (STEDMAN, 1979).

DEE et al. (1994) comentaram que o acido citrico foi utilizado previamente como
controlador de diarréia em suinos no estagio de desmame por diminuir o pH intestinal.
Pode também servir como uma fonte de energia altamente disponivel para os leitdes
logo ap6s o desmame (RISLEY et al., 1992). E utilizado em leitdes, em niveis de 1 a 3%
na dieta, para proporcionar melhora do desempenho, através da melhoria do
aproveitamento dos nutrientes, principalmente quando se associa a baixos niveis de
proteina e a dietas simples ou semi-complexas (SOBESTIANSKY et al., 1998).

HENRY et al. (1985) concluiram que o acido citrico na dose de 30g/Kg nas dietas
de leitdbes promove ganho de peso apesar da acidificacdo diminuir a palatabilidade.
Além da sua utilizag&o inicial como promotor do crescimento dos animais, o acido citrico
se encaixou como um modificador protetor fisiolégico urinario na prevencdo de
precipitacdo de sais de calcio e na formacao de cristais patologicamente grandes ou
agregantes. Estudos indicaram que o acido citrico modificou o processo de formacao
das pedras de oxalato de célcio, afetando a nucleacao dos cristais, 0 crescimento e a
agregacao de cristais nas solugdes aquosas da urina (LAUBE et al., 2002).

O sédio é o principal cation do liquido extracelular (LEC) e um importante
componente do esqueleto. Concentracdo de sédio relativamente constante no LEC é
alcancada através de controle de longo prazo pela ingestdo e excrecao urinaria de
sédio. Na regulacéo de curto prazo, entretanto, os ajustes nos disturbios de sddio séo
corrigidos quase que imediatamente pelo sistema de controle da sede - ADH (horménio
antidiurético) causando modificacdées no contetudo de agua do LEC (REECE, 1996).

Se a concentracdo de sédio no LEC sobe além do normal, ocorre o inevitavel
aumento da osmolaridade (captados pelos osmorreceptores) que estimula a liberacao
de ADH e aumenta a sede. Isto aumentara o volume de LEC temporariamente. Este
volume maior do sangue resulta em ligeiro aumento da pressao sangtinea. A pressao
promove aumento na taxa de filtracao glomerular, e os excessos de sodio e agua serao
excretados. Se a concentragdo de sodio no plasma ou a taxa de filtragdo glomerular
aumenta subitamente, a quantidade de sdédio filtrado por unidade de tempo para a luz



15

tubular também aumentard, entretanto, a reabsorcdo de sédio pelos tubulos nao
aumentara. A diferenca entre a quantidade de sédio filtrada e a quantidade reabsorvida
é a parte excretada pela urina (REECE, 1996).

O nivel recomendado por kg de racdao de cloreto de sodio (sal comum) para
fémeas em reprodugcédo (gestacdo e lactacdao) é de 0,35%, sendo o nivel limite de
toxidez de cloreto de sddio em dietas para suinos de 2,0% (ANDRIGUETO, 1981).

O sal é rapidamente absorvido a partir das vias intestinais e se distribui por todo
o organismo. A manutencao do equilibrio hidrico adequado entre as células e o espaco
intersticial € atribuida ao sédio (REECE, 1996). A inclusdo de sal na racao, ao lado de
agua potavel facilmente acessivel, assegura ingestdo adequada de agua e, com isso,
irrigacao apropriada da uretra (GROSS & McCRADY, 1983).

2.3. Regulacao do equilibrio acido-base e pH urinario

A concentracdo de ions hidrogénio [H*] é relativamente constante no liquido
extracelular (LEC) e é o resultado de um equilibrio entre acidos e bases. Os 4cidos séo
substancias que doam ions hidrogénio para uma solucdo. As bases sdao substancias
gue recebem e se ligam com os ions hidrogénio de uma solucdo (HOUPT, 1996).

O disturbio causado pela adicao de excesso de acido ou pela remocao de base
do LEC € conhecido como acidose. Os &cidos e bases sdo adicionados continuamente
nos liquidos corporais, seja pela ingestdo ou como resultado de sua producdo no
metabolismo celular. Para combater os disturbios de concentragdo o organismo utiliza-
se de trés mecanismos: tamponamento quimico, ajuste respiratério da concentracao
sanguinea de di6xido de carbono e excrecao de ions hidrogénio ou bicarbonato pelos
rins. Varios compostos que nao estdo normalmente presentes na dieta nem sao
formados no metabolismo (cloreto de aménio) podem causar acidose quando
administrados a um animal (HOUPT, 1996).

As funcdes pulmonares e renais sdo necessarias para a regulacao precisa do pH
de todos os liquidos organicos, sangue e tecidos extravasculares. O rim regula o
equilibrio acido-base, mantendo o bicarbonato (HCOj3) apropriado no plasma. O rim
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realiza isso, recuperando todo HCOj' filtrado e excretando uma quantidade de acido que
corresponde a quantidade de acido nao volatil ingerido ou produzido endogenamente.

Esses ions hidrogénios podem ser gerados metabolicamente de uma pequena
quantidade de gordura e carboidratos, da oxidagdo dos aminoacidos contendo enxofre
em acidos sulfénicos e da oxidacao e hidrélise de residuos fosfoprotéicos isoelétricos
em acidos fosféricos, ou adquiridos via ingestdo. Esses produtos finais ndo-volateis do
metabolismo devem ser excretados pelos rins para manter niveis de pH normais. Isto é
feito pela formacao de sais de aménio. Na formacgéo de urina acida, a producao de NH3
pode aumentar 10 vezes além do normal (GROSS, 1992). O duto coletor é o
responsavel pelo controle da excrecao resultante de acido e pelo pH final da urina
(RIELLA, 1988).

As dietas ricas em proteinas e graos de cereais dao a urina pH mais baixo,
devido a presenca de fosfatos acidos de sodio e calcio. Dietas ricas em carboidratos
aumentam o pH, devido a presenca de bicarbonato de célcio soluvel (GARCIA-
NAVARRO, 1996).

Alimentos com alta concentracdo de proteinas, aumentam a ingestdo de agua e
o0 volume de urina e diminuem o pH da urina. Como consequéncia do aumento do
volume e da acidificacao da urina, dietas com altas concentracdes de proteinas tém alto
potencial para aumentar a solubilidade de cristais de estruvita em gatos (FUNABA et al.,
1996).

Os carnivoros, como caes e gatos, apresentam pH urinario, oscilando entre 5,0 e
7,0 (FLORIO, 1996). Em suinos o pH oscila entre 5,5 e 7,5 (SOBESTIANSKY et al.,
1998). Entretanto, em qualquer espécie animal o pH urinario podera oscilar fora do
proposto normalmente para a espécie, de acordo com os habitos alimentares (FLORIO,
1996).

Deve-se ressaltar que a urina obtida em duas horas apdés uma grande refeicao
ou que fica em repouso a temperatura ambiente durante varias horas tende a ser
alcalina (WILLIAMS, 1994). A hora de coleta da urina influencia significativamente o pH
urinario. Amostras de urina de gatos, obtidas pela manha, antes da alimentacao,

tendem a ser mais acidas e, amostras obtidas com algumas horas apés a alimentacao
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tendem a ser mais basicas. Por esta razdo quando se avalia o efeito da dieta no pH
urinario, € necessario uniformizar o tempo de coleta e o tempo da alimentagdo (ALLEN,
1996).

Agentes acidificantes de urina sdo adicionados na racdo na prevencao da
alcalinizagdo poOs-prandial, pois a alimentacdo induz a secregdo gastrica de acido
cloridrico desenvolvendo mais fluidos alcalinos no corpo. Os rins compensam
conservando acido o que causa uma excreg¢ao de urina alcalina (TATON et al., 1984).

A densidade especifica da urina (DEU) mede o grau de soluto existente na
amostra e indiretamente, a capacidade de concentragdao da urina. As DEU encontram-
se elevadas nas urinas concentradas ou hipertdnicas, quando geralmente ha oliguria e
diminuida na urinas diluidas ou hipoténicas, que frequentemente acompanham a
poliuria (GARCIA-NAVARRO, 1996). De acordo com a literatura, existe uma relacdo
direta entre restricdo de agua em porcas em gestacdo e a ocorréncia de infeccéao
urinaria e a densidade da urina tem relagéao direta com a quantidade de agua ingerida
pela porca (ALBERTON & WERNER, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os estudos foram conduzidos utilizando 53 porcas adultas, gestantes ou nao, de
linhagens comerciais, portadoras ou ndao de cistite. Tais animais foram alojados em
celas individuais e alimentados com racéo de formulagdo conhecida, na quantidade de
3,5 kg ao dia, fornecida em uma unica administracdo. Os animais receberam também
agua de boa qualidade, durante todo o periodo. Os produtos testados foram pesados e
separados em doses individuais, sendo misturados diariamente a ragao.

A identificacdo de animais sadios ou afetados por cistite foi realizada com base
nos resultados de urindlises e cultivos bacterianos. Admitiam-se como sadios, 0s
animais que ao exame com tiras reagentes revelavam resultados negativos para
leucécitos, nitrito, proteina e sangue e, no sedimento, evidenciavam resultados entre
raros e poucos para leucocitos, hemacias e bactérias. Assumiam-se como afetados por
cistite os animais que mostravam, ao exame do sedimento urinario, a presenca de
grande quantidade de bactérias, leucocitos e hemacias, bem como crescimento

bacteriano em placas de cultivo, em diluicdes iguais ou superiores a 10™.

3.2. Dinamica dos ensaios

Foram conduzidos, separadamente, dois ensaios, cada qual com 20 dias de
duracédo. No primeiro ensaio foram utilizadas 45 porcas, todas gestantes. Este ensaio
foi separado em duas fases distintas - inicio e fim de gestacdo, ambas com a mesma
metodologia. As porcas em inicio de gestacdo — 25 fémeas - receberam racao de
gestacao e as porcas em final de gestacao — 20 fémeas - foram alimentadas com racao
de lactacdo. As duas fases foram conduzidas em granja comercial, proxima a
Jaboticabal e objetivaram avaliar os efeitos da adicdo do acido citrico, do cloreto de
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amodnio e do cloreto de sbdio sobre o pH e outras caracteristicas da urina de porcas
afetadas ou néo por cistite.

O segundo ensaio, que utilizou o total de oito porcas ndo gestantes, foi
conduzido no Laboratério de Pesquisa em Suinos (LPS), instalagbes do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
Unesp, Campus de Jaboticabal e os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas.
Objetivaram avaliar, em especial, os efeitos do cloreto de ambnio ndo apenas sobre 0
pH da urina, mas também sobre outras caracteristicas organicas, com vistas a oferecer
esclarecimentos sobre os reais efeitos farmacolégicos do produto. A escolha deste
produto é justificada pelo fato de que este é o acidificante mais freqlentemente utilizado
na pratica de campo.

3.3. Ensaios realizados

3.3.1. Ensaio 1 — Avaliacao de acidificantes urinarios no tratamento de porcas
gestantes com ou sem cistite.

Nesta primeira fase, 25 porcas,sendo cinco sem cistite e 20 com cistite foram
empregadas. Na segunda fase do estudo foram utilizadas 20 porcas, sendo quatro sem
cistite e 16 com cistite. Para cada uma das fases os animais foram distribuidos em
cinco diferentes grupos, conforme o que segue:

Fase 1 — Porcas em inicio de gestacao, alimentadas com racao de gestacao.

© Grupo 1 (5 animais sem cistite - controle negativo) — receberam
racao da propria granja (Apéndice 1), sem qualquer suplementacao.

() Grupo 2 (5 animais com cistite - controle positivo) — receberam
racao da propria granja sem qualquer suplementacao .

© Grupo 3 (5 animais com cistite) — receberam racado da propria
granja, adicionada de &cido citrico, por 14 dias, na dose de 56,7 g/ dia (DEE,
1994).
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() Grupo 4 (5 animais com cistite) — receberam racdo da propria
granja, adicionada de cloreto de aménio por 14 dias, na dose de 10,5¢g/dia
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

() Grupo 5 (5 animais com cistite) — receberam racdo da propria
granja, adicionada de cloreto de sodio por 14 dias, na dose de 52,5¢g/dia (1,5%

da racéao).
Fase 2 — Porcas em final de gestacao, alimentadas com racao de lactacao.

() Grupo 1 (4 animais sem cistite - controle negativo) — receberam
racao da propria granja (Apéndice 2), sem qualquer suplementacao.

() Grupo 2 (4 animais com cistite - controle positivo) — receberam
racao da propria granja sem qualquer suplementacao.

© Grupo 3 (4 animais com cistite) — receberam racado da propria
granja, adicionada de 4cido citrico', por 14 dias, na dose de 56,7 g/ dia.

() Grupo 4 (4 animais com cistite) — receberam racdo da propria
granja, adicionada de cloreto de aménio?, por 14 dias, na dose de 10,5g/dia.

() Grupo 5 (4 animais com cistite) — receberam racdo da propria
granja, adicionada de cloreto de sédio®, por 14 dias, na dose de 52,5g/dia (1,5%

da racéao).

' PA- Marca Synth — Diadema — Sao Paulo
2 PA- Marca Synth — Diadema — S&o Paulo
% P.A.- Marca Synth — Diadema — S&o Paulo
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3.3.2. Ensaio 2 - Efeitos do cloreto de amoénio no pH urinario e outras

caracteristicas organicas de porcas nao gestantes e com cistite

Neste estudo foram utilizadas oito fémeas adultas e nao gestantes todas
portadoras de cistite, que foram separadas em dois grupos distintos conforme abaixo
descrito.

© Grupo 1 (4 animais com cistite) — receberam apenas racao

comercial, indicada para porcas gestantes (grupo controle).

() Grupo 2 (4 animais com cistite) — receberam racdo comercial e

suplementacao com cloreto de amdnio, por 14 dias, na dose de 10,5g/dia.

Uma vez instalados os oito animais, nas dependéncias do LPS, passaram por
periodo de adaptacdo de sete dias e, na seqliéncia, deu-se inicio ao periodo
experimental (PE). A agua ingerida era mensurada quatro vezes ao dia através de
cochos com marcacbes de volume e a urina produzida era captada em baldes e
mensuradas. Para a alimentacdo optou-se pelo emprego de ragdo comercial (Nutrifarm’
— racao de gestacgao, isenta de qualquer medicamento — Apéndice 3). A partir do 4°. dia
do PE, os animais do grupo 2 foram suplementados com cloreto de aménio, na dose de
10,5 g/dia.

3.4. Analises realizadas

Todos os dias cada animal foi avaliado clinicamente, relativamente ao apetite,
sede, comportamento, atitude e excrecdes.

As amostras de urina foram colhidas no periodo da manha, antes do
arragoamento, utilizando-se luvas descartaveis e frascos estéreis universais®.

Aguardava-se a micgao espontanea e era colhida a urina durante o transcurso da fase

' Industria e Comércio de Nutrigdo Animal LTDA- Rio Claro SP.
2 Coletor Universal Estéril - J.Prolab — Curitiba PR
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intermediaria da miccao (WILLIAMS, 1994). Colheram-se amostras antes (periodo pré-
tratamento) da administracdo dos produtos (dias 1, 2 e 3); durante o tratamento
(periodo trans-tratamento) com os medicamentos (dias 5, 7, 11, 14 e 17) e logo apés
(periodo pés-tratamento) o final do tratamento (dias 18 e 20).

As urinas colhidas foram armazenadas em caixas isotérmicas com gelo ou
geladeira até serem analisadas, nao ultrapassando duas horas pdés-colheita. Foram
retiradas da refrigeracdo para atingirem a temperatura ambiente e entdo realizou-se a
andlise de pH (ALBERTON, 1996a). Identificaram-se através de cultivo de bactérias, os
agentes das infeccbes urinarias.

A urindlise, identificacao e contagem bacteriana foram realizadas no ensaio 1. No
ensaio 2 foram realizadas a observacdo do consumo de &agua, producado de urina e
hemogasometria' parcial dia 1 (pré-tratamento), dias 5, 7, 11 (trans-tratamento) e dias
17 e 20 (pds-tratamento) em busca de alteracdo do pH sanguineo. Ao final do periodo
de tratamento, todos os animais foram eutanasiados para realizagdo da analise
anatomohistopatolégica, que constou de avaliagdo macroscépica, realizada em todos
os 6rgaos e estruturas internas, com atencdo especial ao trato urinario e avaliacdo
microscépica.

Fragmentos da bexiga foram colhidos para avaliacdao histopatolégica. Tais
fragmentos foram fixados em formalina tamponada a 10% durante 24 horas e entéao
processados segundo as técnicas rotineiras de histologia, para obtencdo de cortes de
3um de espessura, que foram submetidos a coloracdo por hematoxilina-eosina
(BEHMER, 1976).

3.4.1. Urinalises
3.4.1.1. Exame fisico

O exame fisico da urina, na rotina laboratorial, era iniciado pela avaliacao da cor,
do aspecto, do odor e da densidade especifica da amostra em exame. Ap6s agitacao

do frasco coletor esta era transferida para tubo conico transparente e, sob luz natural e

' Hemogasémetro OMNIC-HOCHE®- Mannheim- Alemanha
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fundo branco, classificada visualmente conforme a cor, aspecto e odor, empregando-se

as possibilidades de classificacdo abaixo descritas:

e Cor normal (amarelo palha; amarelo claro; amarelo ouro; amarelo citrino
ou ambar), amarelo avermelhado e amarelo amarronzado;
e Aspecto: translucido; semi-turvo ou turvo;

e QOdor: caracteristico da espécie e alterado.

3.4.1.1.1. Densidade especifica
Prosseguia-se pela determinacdo da densidade, que era realizada por
refratometria’. Com o uso de pipeta e ponteira plastica descartavel, a amostra de
urina era colocada sobre o vidro de leitura do aparelho e este era direcionado a luz e
efetuava-se a leitura. Para cada amostra o aparelho era lavado com agua destilada

e seco com papel absorvente.

3.4.1.2. Exame quimico
O exame quimico da urina foi conduzido mediante emprego de fitas
reagentes®’. As tiras plasticas eram mergulhadas de forma que fossem
completamente embebidas com a urina. As orientacbes do fabricante quanto ao
tempo para leitura dos resultados foram obedecidas.
Os resultados obtidos para leucécitos, nitrito, proteina e sangue,
independentemente da intensidade de reacdo, foram interpretados apenas como

ausentes ou presentes.

3.4.1.2.1. Potencial hidrogenionico
Para mensurar o pH, utilizou-se peagametro®, calibrado conforme orientacées
do fabricante. Apds a leitura de cada amostra, o sensor era lavado com agua

destilada e seco.

! Refratdmetro de Mesa — ATAGO T2 NE - Jap&o
2 Combur 10 Test UX - ROCHE® - Mannhein - Alemanha
8 Peagametro DM-20 — DIGIMED - Sao Paulo — SP.
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3.4.1.3. Exame de sedimento urinario
O exame de sedimento foi realizado ap6s homogeneizagdo das amostras de
urina nos frascos coletores, centrifugacdo’ em tubos conicos por 380 G por cinco
minutos e descarte do sobrenadante (WILLIAMS, 1994). Parte do sedimento foi
transferida a uma lamina que, depois de recoberta com laminula, foi analisada a
fresco, empregando objetiva seca de 400 x em microscépio éptico comum?. Foram
realizadas as contagens de cada tipo de elemento figurado por campo (leucécitos,
hemacias, células epiteliais e cilindros). A interpretacdo da leitura para cada amostra
foi feita com base no que abaixo é descrito (GARCIA-NAVARRO, 1996):
1. negativo: auséncia de elementos na lamina em 10 campos escolhidos ao
acaso;
2. raros: menor ou igual a um elemento na lamina em 10 campos escolhidos ao
acaso;
3. uma cruz: de um a nove elementos na lamina em 10 campos escolhidos ao
acaso;
4. duas cruzes: dez a dezenove elementos na lamina em 10 campos escolhidos
ao acaso;
5. trés cruzes: vinte a vinte e nove elementos na lamina em 10 campos
escolhidos ao acaso;
6. quatro cruzes: trinta a trinta e nove elementos na lamina em 10 campos
escolhidos ao acaso;
7. cinco cruzes: quarenta a quarenta e nove elementos na lamina em 10
campos escolhidos ao acaso;
8. incontaveis: igual ou maior que cinqlenta elementos na lamina em 10

campos escolhidos ao acaso.

! Centrifuga LS3 Plus — CELM - S&o Paulo — SP.
2 Microscapio Optico — Eclipse — E200 - NIKON



25

Componentes do sedimento, como bactérias, cristais como oxalato de calcio
(OC), fosfato triplo (FT), carbonato de calcio (CC) e cristais amorfos (de fosfato ou
urato amorfo) foram classificados conforme critérios visuais e subjetivos. Foram
atribuidos os seguintes conceitos, ausente (-); leve (+); moderado (++), alto (+++ e
++++) e incontavel (+++++ ou mais) (GARCIA-NAVARRO, 1996).

3.4.1.4. Contagens bacterioldgicas

Amostras de urina, colhidas assepticamente, foram semeadas em agar
sangue eqino', 4gar Mc Conkey? (CARR & WALTON, 1993) e plate count agar’
(PCA), com o objetivo de determinar a concentragéo respectiva de bactérias, com
vistas a detectar e comparar possiveis efeitos dos tratamentos realizados, bem
como isolar o Actinobaculum suis. No ensaio 2, ndo foram realizadas as contagens,
nao tendo sido empregadas, desta forma, as PCAs.

Para a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) realizaram-se
diluicbes seriadas, utilizando solucao salina estéril a 0,9 %. A amostra de urina (um
mL) era adicionada ao primeiro tubo que continha 9 mL de solugdo salina; o
conteudo era agitado em voértex e se retirava um mL, que era transferido ao segundo
tubo; isto se repetia até a diluicdo 10”. Para semeio, cultivo e contagem de colénias,
empregaram-se as Ultimas diluigdes (10°, 10°e 107).

Para as bactérias mais exigentes, que nao cresciam nos PCAs utilizou-se a
técnica de Miles-Misra, que consistia na formacao de duas gotas de 25uL (cada
uma) da diluicdo desejada na superficie de placa de cultivo (agar sangue equino).

Todas as placas foram colocadas sob incubacdo a 372 C em estufa
bacteriolégica. Apdés 24 horas as placas foram lidas, contando as unidades
formadoras de col6nias (UFC). Para a identificacao de Actinobaculum suis, utilizou-
se incubacgéo de placas a 37° C em estufa bacteriolégica e cadmara de anaerdbios
por periodo de cinco dias (DAGNALL & JONES, 1982).

' Agar Miller Hinton — OXOID ® — Hampishire - Inglaterra
2 OXOID® — Hampishire - Inglaterra
® OXOID® — Hampishire - Inglaterra
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3.5. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% e 1% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio 1 — Avaliacao de acidificantes urinarios e cloreto de sédio no
tratamento de porcas gestantes com ou sem cistite.

Fase 1 — Porcas em inicio de gestacao, alimentadas com racao de gestacao.

Os resultados deste estudo nao evidenciaram qualquer acao do acido citrico
sobre os parametros avaliados, seja o pH, a densidade urinaria ou as contagens
bacteriana na urina. O pH revelou médias de 7,07+0,21 - para o periodo pré-
tratamento, 6,84+0,31 - para o periodo trans-tratamento e 7,00+0,23 - para o periodo
pos-tratamento. A densidade urinaria dos animais apresentou médias de 1,011x0,01
(pré-tratamento), 1,011£0,01 (trans-tratamento) e 1,011+0,01(pds-tratamento).

Para a contagem bacteriana foram registradas médias de 8,47+0,21 (pré-
tratamento), 7,70+1,05 (trans-tratamento) e 8,09+ 0,94 (Tabela 1, Figura 1)

Tabela 1. Médias e desvios padrboes do pH, densidade e contagem bacteriana em amostras de
urina de porcas gestantes e com cistite, alimentadas com racdo de gestacdo e
tratadas com o 4cido citrico’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Periodos _ Contagem
pH Densidade Bacteriana®
P1 7,07x0,21 1,011+0,01 8,47+0,21
P2 6,84+0,31 1,011x0,01 7,70+£1,05
P3 7,00+0,23 1,011x0,01 8,09+0,94
Teste F 1,117 0,03 "° 1,10 "
DMS (5%) 0,43 0,01 1,39
CV (%) 3,63 0,60 10,19

Acido citrico™- na dose de 56,7g/ dia; >- contagem em log x;NS- nao significativo; P1- periodo pré tratamento,revela o resultado
médio de trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); P2-periodo trans constitui o resultado médio obtido para as
analises de cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e o P3-periodo pés representa os
resultados de duas coletas de urina, efetuadas apds o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 1. Representagéo gréafica das variagdes do pH, densidade e contagem de bactérias na
urina de porcas suplementadas com o acido citrico e alimentadas com racéo de
gestacdo. Periodos: P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7,
11, 14 e 17); P3 - pos-tratamento (dias 18 e 20).
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O tratamento com o cloreto de aménio, desta feita, ndo promoveu qualquer
alteragao nos parametros avaliados e nem mesmo o pH mostrou efeitos significativos, a
indicar a acao do produto. O pH urinario das porcas antes de iniciado o tratamento
revelou média de 7,16x0,36. Declinou de forma nao significativa, para 6,67+0,31
durante o periodo de tratamento e voltou a se elevar para 7,02+£0,27, apds a suspensao
do tratamento. Da mesma forma, a densidade da urina que inicialmente mostrou média
de 1,016, manteve-se em 1,014 nos periodos trans e pds-tratamento (Tabela 2, Figura
2).

Tabela 2. Médias e desvios padrbées do pH, densidade e contagem bacteriana em amostras de
urina de porcas gestantes com cistite, alimentadas com racdo de gestacao e tratadas
com o cloreto de aménio’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Periodos : Contagem
pH Densidade Bacteriana?
P1 7,1620,36 1,016+0,000 8,31+0,48
P2 6,67+0,31 1,014+0,000 8,25%0,72
P3 7,02+0,27 1,014+0,000 8,24+0,82
Teste F 3,18"° 0,54 S 0,01
DMS (5%) 0,53 0,01 1,17
CV (%) 4,51 0,43 8,41

Cloreto de aménio'-na dose de 10,5g/dia; >~ contagem em log x; NS- néo significativo; P1-periodo pré, revela o resultado médio de
trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); P2- periodo trans constitui o resultado médio obtido para as analises de
cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e o P3-periodo pos representa os resultados de 2
coletas de urina, efetuadas apds o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 2. Representagdo grafica do pH, densidade e contagem de bactérias na urina de
porcas tratadas com cloreto de amoénio e alimentadas com ragdo de gestacgao.
Periodos: P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e
17); P3 - pos-tratamento (dias 18 e 20).
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Também para este grupo de animais, a administragdo de racdo com percentuais
mais elevados de cloreto de sédio foi incapaz de produzir qualquer efeito sobre as
variaveis estudadas. O pH inicial médio da urina das porcas foi de 7,49+0,93, declinou
ligeiramente para 7,27+0,63 durante o periodo de tratamento e voltou a se elevar para
7,32+0,83 apds o término do periodo de administracdo do produto.

A densidade urinaria média, inicialmente 1,012+0,00 (pré-tratamento), prosseguiu
com 1,009+0,000 (trans-tratamento) e concluiu com 1,011+0,001 (pds-tratamento).
Respectivamente — periodos pré, trans e pds-tratamento — as contagens bacterianas
médias da urina revelaram valores de 8,16+0,88, 7,98+0,60 e 7,60%£0,52 (Tabela 3,
Figura 3)

Tabela 3. Médias e desvios padrdes do pH, densidade e contagem bacteriana em amostras de

urina de porcas gestantes com cistite, alimentadas com racao de gestagéo e tratadas
com o cloreto de sédio’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Periodos pH Densidade Bca c::rt\;arigaenrgz
P1 7,49+0,93 1,012+0,001 8,16+0,88
P2 7,27+0,63 1,009+0,001 7,98+0,60
P3 7,32+0,83 1,011+0,001 7,60+0,52

Teste F 0,10 "® 0,60 \° 0,90 N

DMS (5%) 1,36 0,01 1,15

CV (%) 10,94 0,15 8,61

Cloreto de sédio’-na dose de 52,5g/dia; >- contagem em log x; NS- nao significativo; P1-periodo pré , revela o resultado médio de
trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); P2-periodo trans constitui o resultado médio obtido para as analises de
cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e o P3-periodo pds representa os resultados de duas
coletas de urina, efetuadas ap6s o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 3. Representacdo grafica do pH, densidade e contagem de bactérias na urina em
porcas suplementadas com cloreto de sodio e alimentadas com racao de gestacgéao.
Periodos: P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e
17); P3 - pos-tratamento (dias 18 e 20).
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Fase 2 — Porcas em final de gestacao, alimentadas com racao de lactacao.

Os resultados da analise do pH urinario das porcas com cistite tratadas com o
acido citrico revelou médias de 7,31+1,01 - para o periodo pré-tratamento, 7,02+0,96 -
para o periodo trans-tratamento e 7,24+0,92 - para o periodo p6s-tratamento, ndo tendo
sido demonstrado efeito significativo do uso do produto sobre esta variavel.

A densidade urinaria dos animais, da mesma forma, nao foi influenciada pelo
tratamento com o &cido citrico — os valores que inicialmente foram de 1,014+0,008 (pré-
tratamento) prosseguiram com médias de 1,015+0,005 (trans-) e 1,014+0,007 (pds-
tratamento).

Para a contagem bacteriana, entretanto, o tratamento realizado foi efetivo (P e
0,01). As contagens que inicialmente eram de 7,92+0,59 (pré-tratamento), declinaram
para 6,62+0,36 (trans-tratamento) para voltar a se elevar, imediatamente apds a
suspensao da administragdo do produto (Tabela 4, Figura 4).

Tabela 4. Médias e desvios padrdes das andlises do pH, densidade e contagem bacteriana em

amostras de urina de porcas gestantes com cistite, alimentadas com ragcao de
lactaco e tratadas com o &cido citrico’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Periodos : Contagem

pH Densidade bacteriana®

P1 7,31+1,01 1,014+0,008 7,92 +0,59°

P2 7,02+0,96 1,015+0,005 6,62 +0,36°"

P3 7,24+0,92 1,01420,007 7,21 £0,29°

Teste F 0,19 "® 0,06"N® 9,36

DMS (5%) 1,91 0,01 0,86
CV (%) 13,32 0,68 5,92

? médias da mesma coluna sezguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05); Acido
citrico’- na dose de 56,79/ dia; - contagem em log x; NS- nao significativo; **- P e 0,01; periodo pré (P 1), revelou o res ultodo médo
de trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); periodo trans (P2) constitui o resultado médio obtido para as analises
de cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e o periodo p6s (P3) representa os resultados de 2
coletas de urina, efetuadas apdés o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 4. Representagdo grafica do pH, densidade e contagem de bacteriana na urina de
porcas tratadas com o acido citrico e alimentadas com racao de lactacao. Periodos:
P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17); P3 -
pos-tratamento (dias 18 e 20).
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Para o cloreto de aménio os resultados demonstraram que o tratamento foi
efetivo apenas na reducado do pH urinario (P ¢ 0,01), n ao interferindo nas médias
obtidas para a densidade urinaria e contagens bacterianas. Os valores médios obtidos
para o pH urinario foram inicialmente de 7,19+0,29 (pré-tratamento), seguidos por
6,5510,17 (trans-tratamento) e 7,19+0,26 (pds-tratamento). Os valores obtidos para a
densidade e para as contagens bacterianas foram de, respectivamente, 1,010+0,002
(pré), 1,00940,004 (trans) e 1,011+0,005 (p6s) e 8,18+0,55 (pré-), 7,72+0,71 (trans-) e
7,951086 (poOs-tratamento) (Tabela 5, Figura 5).

Tabela 5. Médias e desvios padrdes para o pH, a densidade e contagem bacteriana em
amostras de urina de porcas gestantes com cistite, alimentadas com racédo de
lactacdo e tratadas com o cloreto de aménio’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Periodos : Contagem
PH Densidade bacteriana®
P1 7,19 0,292 1,010x0,002 8,18+0,55
P2 6,55 +0,17° 1,009+0,004 7,72%0,71
P3 7,19 0,262 1,011x0,005 7,95+0,86
Teste F 8,99 ** 0,10 0,42 N
DMS (5%) 0,48 0,01 1,42
CV (%) 3,52 0,36 9,04

# médias da mesma coluna seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05); Cloreto de
amoénio'- na dose de 10,5g/dia; > contagem em log x; **- P #0,01; NS- n &o significativo; P1-periodo pré, revela o resultado médio
de trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); P2-periodo trans constitui o resultado médio obtido para as analises
de cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17) e o P3-periodo pos representa os resultados de
duas coletas de urina, efetuadas apés o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 5. Representacéo grafica do pH, da densidade e contagem de bacteriana em amostras
de urina de porcas suplementadas com o cloreto de aménio e alimentadas com
ragao de lactagao. Periodos: P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento
(dias 5, 7,11, 14 e 17); P3 - pos-tratamento (dias 18 e 20).
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Os resultados obtidos para o cloreto de s6dio mostraram ndo haver qualquer
acao do produto sobre nenhum dos parametros urinarios avaliados. O pH da urina
apresentou meédias de 6,88+0,41 (pré-tratamento), 6,85+0,15 (trans-tratamento) e
6,90+0,23 (pds-tratamento). A densidade urinaria apresentou médias de 1,012+0,004
(pré-tratamento), 1,009+0,004 (trans-tratamento) e 1,012+0,004 (pds-tratamento) e as
médias das contagens bacterianas foram de 8,48+0,32 (pré-tratamento), 8,32+0,26
(trans-tratamento) e 8,40+0,29 (pds-tratamento) (Tabela 6, Figura 6).

Tabela 6. Média e desvios padrées do pH, densidade e contagem bacteriana em amostras de
urina de porcas gestantes com cistite, alimentadas com ragéo de lactagédo e tratadas
com o cloreto de sédio’ por periodo de 14 dias.

Periodos Parametros Urinarios
pH Densidade t?a %rt';?ig,jgz
P1 6,88x0,41 1,012+0,004 8,48+0,32
P2 6,8510,15 1,009+0,004 8,32+0,26
P3 6,90+0,23 1,012+0,004 8,40+0,29
Teste F 0,03 " 0,89"° 0,33 "
DMS (5%) 0,57 0,01 0,57
CV (%) 4,17 0,41 3,45

Cloreto de sédio’ - na dose de 52,5g/dia; * - contagem em log x; NS- n&o significativo; P1-o periodo pré, revela o resultado médio de
trés coletas realizadas antes do tratamento (dias 1, 2 e 3); o P2-periodo trans constitui o resultado médio obtido para as andlises de
cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e o P3-periodo p6s representa os resultados de duas
coletas de urina, efetuadas ap6s o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 6. Representagdo grafica de pH, densidade e contagem de bactérias na urina de
porcas suplementadas com cloreto de sédio e alimentadas com ragao de lactagéo.
Periodos: P1 - pré-tratamento (dias 1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e
17); P3 - pos-tratamento (dias 18 e 20).
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4.2 — Estudo comparativo trans-tratamento de porcas gestantes com cistite
suplementadas com acido citrico, cloreto de aménio ou cloreto de sodio e porcas
sadias.

Fase 1 — Porcas em inicio de gestacao, alimentadas com racao de gestacao.

Os resultados de pH, densidade e contagem bacterianaencontram-se na Tabelas
7 e Figura 7. Para os valores de pH e densidade nao foram observados diferencas
(p>0,05, numericamente no entanto, osmenores valores observados para pH foram
notados nas porcas recebendo cloreto de amédnio nas dietas.

Para a contagem bacteriana, observou-se que na urina das porcas que
receberam os prodtos testados e naquelas do controle positivo, estas contagens foram
maiores (p>0,05) do que a encontrada nas porcas do controle negativo.

Tabela 7. Resultados médios comparativos de andlises de pH, densidade e contagem
bacteriana em amostras de urina de porcas gestantes, com ou sem cistite, tratadas
com racgdo de gestacdo e suplementadas ou ndo com o &cido citrico’, cloreto de
aménio® e cloreto de sédio®, por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Grupos PH Densidade Bcac::rtlctaariqaenn;“
Acido citrico 6,84+0,33 1,011%0,006 7,70 £1,04°2
Cloreto de aménio 6,67+0,31 1,014+0,005 8,25 0,722
Cloreto de sodio 7,27+0,63 1,009+0,003 7,98 £0,60°
Controle positivo®® 7,36+0,82 1,016+0,008 8,21 0,752
Controle negativo®™ 7,29+0,13 1,00820,002 2,94 +0,45°
Teste F 2,41 N8 1,96 NS 51,17 **
DMS (5%) 0,96 0,01 1,40
CV (%) 7,19 0,54 10,53

% médias da mesma coluna seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si g)elo teste de Tukey (p>0,05) ; Acido
citrico’ - na dose de 56,7 Kg/ dia; Cloreto de aménio® - na dose de10,5g/dia; Cloreto de sodio® - na dose de 52,5Kg/dia; Contagem
bacteriana® - contagem em log x; ; **- P «0,01; NS - n 4o significativo. " = porcas com cistite ; ™ = porcas sem cistite; amostras
colhidas nos dias 5, 7, 11, 14 e 17 do periodo experimental (trans-tratamento).
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Figura 7. Representacdo grafica das variagbes médias para pH, densidade e contagem de
bactérias na urina em porcas, com ou sem cistite, alimentadas com racao de lactacao, tratadas
ou nao com o acido citrico (Ac.citr), o cloreto de amoénio (Cl.am.) ou o cloreto de s6dio (Cl.sod.).
Periodo P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17).
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Fase 2 — Porcas em final de gestacao, alimentadas com racao de lactacao.

Os numeros indicaram que o cloreto de ambnio apresentou 0 menor valor para o
pH urinario — 6,55 seguido, em ordem crescente, pelo cloreto de sddio com 6,85 e acido
citrico 7,03. Estes valores, contudo, ndo diferem daqueles obtidos para a urina das
porcas do controle positivo - 7,03 ou sem cistite - 6,88 (controle negativo). As médias
registradas para a densidade urinaria variaram entre 1,009 (cloreto de aménio e cloreto
de sédio) e 1,015 (acido citrico). Para os demais grupos — controle positivo e controle
negativo - encontrou-se valor intermediario, ou seja, 1,011.

Na contagem bacteriana a menor média significativa encontrada foi de 3,44, no
grupo de porcas sem cistite. Dentre os animais com cistite verificou-se menor contagem
para o grupo de porcas tratadas com o acido citrico, com média de 6,63. Todos os
demais grupos mostraram contagens com valores significativamente superiores. Para
animais suplementados com o cloreto de amdnio registrou-se a média de 7,72, para o
grupo controle positivo a média de 8,26 e 8,32 para os animais suplementados com o
cloreto de sédio (Tabela 8, Figura 8)
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Tabela 8. Resultados médios e desvios padrdes comparativos de analises de pH, densidade e
contagem bacteriana em amostras de urina de porcas gestantes, sem ou com cistite
e tratadas com racdo de lactacdo, suplementadas ou ndo com o &cido citrico', o
cloreto de aménio® e o cloreto de sodio®.

Parametros Urinarios

Grupos

pH Densidade kf;%rt‘;?i%?g‘;
Acido citrico 7,030,96 1,0150,006 6,63 0,37 °
Cloreto de amoénio 6,55+0,17 1,009+0,004 7,72 +0,71°2
Cloreto de sédio 6,8520,15 1,009+0,004 8,32 +0,26 °
Controle positivo®” 7,03+0,23 1,01120,002 8,26 +0,48°
Controle negativo®™ 6,88+0,05 1,011+0,004 3,44 +0,29 °
Teste F 0,68 "° 1,43 NS 81,03 **
DMS (5%) 0,99 0,01 0,99
CV (%) 6,59 0,43 6,60

% médias da mesma coluna seguidas de mesma letra, no diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey Sp>0,05) ; Acido
citrico' - na dose de 56,7g/ dia; Cloreto de aménio®- na dose de 10,5g/dia; Cloreto de s6dio®- na dose de 52,5g/dia; * - contagem em
log x; **- P ¢0,01; NS - n 40 significativo. “* = porcas com cistite ; " = porcas sem cistite; amostras colhidas nos dias 5, 7, 11, 14 e
17 do periodo experimental (trans-tratamento)
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Figura 8. Representagdo grafica do comportamento do pH, da densidade e da contagem de
bactérias na urina em porcas com ou sem cistite, alimentadas com racdo de
lactacao e tratadas ou ndo com acido citrico (Ac.citr), o cloreto de amoénio (Cl.am.)
e o cloreto de sédio (Cl.sod.). Periodo P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17).
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4.3. Parametros urinarios e organicos “in vivo” e “post mortem” de porcas nao
gestantes, com cistite, tratadas ou nao com o cloreto de amonio.

As médias de consumo de agua, producao de urina e pH urinario encontram-se
nas Tabela 9 e Figura 9. O consumo de agua e a producéo de urina nao foram afetados
(p>0,05) pela suplementagdo com cloreto de aménio em nenhum dos periodos
estudados, enquanto que o pH urinario foi influenciado (p<0,05) pela presenca do

produto, sendo o menor valor observado no periodo P2.

Tabela 9. Médias e desvios padrdes obtidos para o consumo de agua (L / dia), producdo de
urina (L / dia) e pH urinario nos periodos de pré-, trans- e pés-tratamento em porcas
alimentadas com ragdo de gestacédo e suplementadas com cloreto de aménio’.

Parametros Avaliados

Periodos : = -
Consu(rlljlc:j ic:)a Agua Pmd?l(.}/?i?al)mna pH Urindrio
P1 11,56+3,02 7,43+2,11 6,35 £0,19%
P2 10,7743,04 7,30+1,96 5,75 +0,15°
P3 12,51+1,78 7,1520,64 6,72 +0,48°
Teste F 0,43 " 0,03 "° 10,10 **
DMS (5%) 5,29 3,36 0,61
CV (%) 23,07 23,33 4,90

# médias da mesma coluna seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05); Cloreto de
amonio’-na dose de 10,5g/dia; NS- nao significativo; **- P ¢0,01; periodo 1 (P1) representatr és coletas antes do tratamento (dias 1,
2 e 3), Periodo 2 (P2) representa cinco coletas realizadas durante os 14 dias de tratamento (5, 7, 11, 14 e 17) e Periodo 3 (P3)
representa duas coletas apds o término do tratamento (dias 18 e 20).
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Figura 9. Representagdo gréafica para a produgao de urina, o consumo de agua e o pH
urinario de porcas nao gestantes, com cistite, suplementadas com cloreto de

amoénio e alimentadas com racdo de gestacdo. Periodos: P1 - pré-tratamento (dias
1, 2 e 3); P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17); P3 - pds-tratamento (dias 18 e
20).
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A comparacgao entre as médias obtidas para o periodo trans-tratamento entre os
animais do grupo controle (G1) e do grupo suplementado com cloreto de aménio (G2)
nao evidenciou diferencas para a producao de urina, o consumo de agua e pH. O grupo
controle apresentou médias de 8,01 L para consumo de agua, 7,01 L para producao de
urina e 6,28 para pH urinario. Para os animais do grupo suplementado com cloreto de
amonio registraram-se, respectivamente, médias de 10,77 L, 7,30 L e 5,75 para os
parametros mencionados acima. Embora tais resultados ndo evidenciem a acao do
produto sobre as variaveis estudadas, a observacdo dos dados revela que ao menos
numericamente o grupo tratado com cloreto de amdnio ingeriu uma maior quantidade
de agua, produziu mais urina e mostrou pH urinario inferior ao grupo controle (Tabela
10, Figura 10).

Tabela 10. Médias e desvios padrdes para o consumo de agua (L /dia), producao de urina (L

/dia) e pH urinario de porcas nao gestantes e com cistite, suplementadas (G2) ou
nao (G1) com cloreto de aménio’ por periodo de 14 dias.

Parametros Urinarios

Grupos

Consu(r|1_1/<:i i:()e Agua Pmdtll?/z(i)a?rma pH Urinario
G1 8,01+1,92 7,01+0,40 6,28+1,11
G2 10,77+3,04 7,30+0,47 5,750,115
Teste F 2,36 " 0,06 " 0,93 "
DMS (5%) 4,39 2,47 1,36
CV (%) 27,05 19,84 13,03

Cloreto de aménio’- na dose de 10,5g/dia; NS- nao significativo
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Figura 10. Representacéo grafica para a producado de urina (L /dia), o consumo de agua (L
/dia) e pH urinario de porcas alimentadas com racédo de gestacao tratadas ou nao

com cloreto de amoénio. Periodo: P2 - trans-tratamento (dias 5, 7, 11, 14 e 17).
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A comparacao entre as médias registradas para pH sanguineo do grupo controle
(G1) e de porcas que ingeriram cloreto de aménio (G2) nao revelou interferéncia do
produto sobre esta variavel. As médias obtidas durante os dias de coletas para o grupo
controle foram 7,45 (pré-tratamento), 7,44, 7,41 e 7,43 (trans-tratamento) e 7,40 e 7,43
(p6s-tratamento). As médias registradas para o grupo tratado foram 7,44 (pré-
tratamento), 7,43, 7,39 e 7,41 (trans-tratamento) e 7,37 e 7,37 (p6s-tratamento).

Tal resultado também foi registrado quando se compararam as médias obtidas
para o pH sanguineo de amostras colhidas duas (momento 2h) ou quatro horas
(momento 4h) apds a ingestao da racao suplementada. As médias obtidas para o pH
sanglineo destes animais duas horas depois da ingestdo do alimento foram 7,43 (pré-
tratamento), 7,44, 7,49 e 7,41 (trans) e 7,34 e 7,36 (pOs-tratamento). Os resultados de
pH sanglineo observados ap6s quatro horas do arracoamento foram 7,45 (pré), 7,43,
7,41 e 7,43 (trans-) e 7,42 e 7,37 (p6s-tratamento) (Tabela 11, Figura 11).

Tabela 11. Médias e desvios padrdes de pH sangiineo de porcas com cistite, suplementadas
(G2) ou nao (G1) com o cloreto de aménio', por periodo de 14 dias (as amostras de
sangue foram colhidas duas (2h) e quatro (4h) horas apds o arragoamento).

Pré - tratamento Trans — tratamento Pos - tratamento

s 1° dia 5° dia 7° dia 11°dia  17°dia  20° dia
G1 7,45+0,02  7,44+0,01 7,41+0,03 7,43%0,02 7,40%0,07 7,43 0,12
G2 7,44 #0,03  7,43+0,03 7,39+#0,05 7,410,003 7,37%0,07 7,37 0,03

Teste F 0,13 0,91 0,68"S 2,77 3,60™ 3,28"S

DMS (5%) 0,03 0,03 0,05 0,03 0,03 0,06
CV % 0,41 0,35 0,57 0,34 0,44 0,79
2h 7,43+0,03  7,44+0,03 7,39+#0,05 7,41%0,03 7,34%0,03 7,36 +0,09
4h 7,45+0,02  7,43+0,02 7,41+0,03 7,43+0,02 7,420,004 7,37 +0,03
Teste F 1,318 0,32 0,84 4,318 2,58 1,3\
DMS (5%) 0,03 0,03 0,05 0,03 0,03 0,06

NS - néo significativo; cloreto de aménio = 10,5g/dia.
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As andlises histopatologicas das vesiculas urinarias das porcas com cistites
demonstraram alteracbes macroscopicas e histolégicas nos animais pertencentes ao
grupo controle (G1) e nos animais pertencentes ao grupo tratado com cloreto de
amodnio. Conforme na Tabela 12.

Tabela 12. Diagnéstico anatomohistopatolégico de porcas com cistite.

Grupos Animais Diagnéstico histopatolégico

Porca 1 Cistite hiperplasica catarral cronica

Porca 2 Cistite hiperplasica catarral cronica
Controle

Porca 3 Cistite necrotica crénica

Porca 4 Cistite hiperplasica catarral cronica

Porca 1 Cistite hiperplasica hemorragica catarral crénica

Cloreto de Porca 2 Cistite hiperplasica catarral cronica

amonio Porca 3 Cistite hiperplasica hemorragica catarral crénica

Porca 4 Cistite hiperplasica catarral cronica

Um animal do grupo controle apresentou cistite necrética crénica, caracterizada
macroscopicamente por apresentar hiperemia moderada da mucosa vesical com
presenga de exsudato muco catarral. A analise histopatolégica demonstrou uma area
de perda do epitélio da mucosa vesical, infiltracdo mononuclear (linfécito, plasmécitos e
macréfagos).

A cistite hiperplasica catarral crdnica foi encontrada em trés animais do grupo controle e
em dois do grupo tratado. Caracterizando-se macroscopicamente por apresentar
hiperemia leve a moderada da mucosa vesical, com espessamento da parede (x2,5cm)
apresentando também exsudato muco catarral. Analise histopatolégica demonstrou
infiltrado leucocitario polimorfonuclear representado pela presenca de neutrofilos e

eosinodfilos e com moderado infiltrado mononuclear na submucosa vesical.
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Dois animais pertencentes ao grupo tratados apresentaram cistite hiperplasica
hemorragica catarral crbnica, caracterizando-se macroscopicamente por intensa
hiperemia da mucosa vesical e espessamento da parede (£ 2,0 cm) e a presenca de
exsudato mucohemorragico. A analise histopatologica apresentou como caracteristica a
extensa area de hemorragia na submucosa vesical, com congestdo vascular além de

moderada infiltracao leucocitaria mononuclear.

4.4. Resultados da urocultura de 44 porcas com bacteriuria.

Amostras de urina das 44 porcas utilizadas nos dois ensaios, acometidas com
cistite, foram submetidas a urocultura. Os resultados do cultivo revelaram a presenca de
Escherichia coli em 70,45% das amostras avaliadas. O isolamento de Proteus sp foi
obtido em 13,64% dos cultivos. Em menores freqtiéncias outros agentes foram isolados
— o Streptococcus sp com 11,36% e o Staphylococcus sp com 4,55%. Nao se
observaram cistites mistas, causadas por mais de um agente bacteriano, e ndo se
verificou o isolamento de Actinobaculum suis em nenhuma das amostras analisadas
(Tabela 13).

Tabela 13. Resultados do urocultivo de amostras de urina de 44 porcas com cistite, utilizadas
nos ensaios experimentais.

Bactérias isoladas Freqiiéncia %
Escherichia coli 70,45
Proteus sp 13.64
Streptococcus sp 11.36
Staphylococcus sp 455

Total 100
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5. DISCUSSAO

Durante este estudo procurou-se avaliar os possiveis efeitos de trés diferentes
produtos no controle de cistites em porcas, dois com atividade acidificante, o acido
citrico e cloreto de amonio, comumente recomendados para o tratamento de infecgdes
urinarias em suinos e o cloreto de sédio que foi testado com base em possiveis efeitos
na promogao de diurese e eventual drenagem dos agentes causadores de cistite, sendo
utilizado em dose mais elevada que as indicadas na formulagéo de racoes.

Nas duas fases do ensaio realizadas com o acido citrico, ambas com fémeas
gestantes, verificou-se a acdo do produto apenas no grupo de porcas em final de
gestacao e somente sobre a contagem de bactérias na urina. N&o foi possivel identificar
qualquer outra acéo, seja no pH ou na densidade urinaria. Estes achados corroboraram,
em parte, os relatos de DEE et al. (1994) que observaram que o acido citrico possui
efeito benéfico na diminuicdo do pH urinario, na contagem bacteriana e na baixa
incidéncia de infeccbes de trato urinario de suinos.

FOEGEDING & BUSTA (1991) no entanto, relataram que uma possivel
ineficiéncia do acido citrico como agente antimicrobiano pode estar relacionada com a
utilizacdo do produto no metabolismo de algumas bactérias.

No estudo de DEE et al. (1994), a cistite era causada por Actinobaculum suis , 0
tratamento teve a duracdo de 14 dias e a contagem bacteriana decresceu de 4,55 X 10°
para 2,53 X 10° UFC/mL. No presente estudo, a contagem inicial foi de 7,92 em log de
X (8,31 X10” UFC/mL) e diminuiu para 6,62 (4,16 X10° UFC/mL). O agente das cistites,
entretanto, ndo era o Actinobaculum suis, mas Escherichia coli, Proteus sp,
Streptococcus sp e Sataphylococcus sp, o que eventualmente possa explicar a
diferenga numérica dos resultados.

O cloreto de aménio € comumente utilizado como acidificante urinario nas racoes
de varias espécies de animais, por nao interferir no consumo de racao e agua (TATON
et al.,, 1984a; EMERICK & LU, 1987). O fato do consumo de agua foi também
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observado no presente estudo, ja que ndo se observaram diferengas significativas no
consumo de agua de porcas tratadas e nao tratadas com o produto (Tabelas 8 e 9).

Nos ensaios realizados para avaliagcdo do cloreto de ambnio como acidificante
urinério, evidenciou-se a acao do produto mesmo colhendo a urina 24 horas apés o
arracoamento (Tabelas 5 e 9). Em alguns ensaios, no entanto, identificou-se apenas
decréscimo nao significativo do pH urinario, o que permite argumentar que fatores
outros, que nao apenas a administragdao do produto regulam a intensidade e o periodo
de acdo deste acidificante em fémeas suinas. Outros autores (TATON et al, 1984b;
CHING et al, (1989) e IZQUIERDO & MAULDEN, 1991) ja haviam observado que a
diminuicdo do pH urinario € mantida durante as 24 h. Nestes estudos, contudo, os
animais consumiam racao ad libitun, diferentemente do utilizado neste trabalho, que os
animais foram submetidos a arragoamento restrito, uma Unica vez ao dia.

Estudo realizado por SMITH (1983), indicou o uso do sal (na dose de 1%) para
controle de surtos de infeccdes urinarias em porcas, baseado no fato de que o produto
estimula a ingestdo de agua, acarretando maior niumero de miccdes. Outros autores
ENGLISH et al. (1982) da mesma forma, ja haviam indicado tal tratamento. No presente
trabalho, entretanto, a elevagdo dos niveis de cloreto de sodio na racdo dos animais
(1,5% ou 52,5 g/Kg de racao), nao foi capaz de induzir qualquer alteragdo nos
parametros estudados (pH urinario, densidade e contagem bacteriana).

SOBESTIANSKY & WENDT (1993) reportaram que o esvaziamento periddico da
bexiga que ocorre durante as micgdes representa mecanismo natural de defesa contra
infecgdes urinarias. GRAUER (1991) por seu lado completou, informando que o
mecanismo de esvaziamento completo é responsavel pela remocao de cerca de 95%
das bactérias que penetram na bexiga urinaria. O aumento da quantidade de sal na
racado deveria, desta forma, interferir na contagem de bactérias da urina. Isto, contudo,
nao foi observado no estudo presente.

ALBERTON et al. (1996) relataram que a densidade urinaria tem relagao direta
com a quantidade de agua ingerida pela porca e reportaram que valores normais de
1,008 a 1,012 indicam consumo adequado de agua pelas porcas. Neste trabalho com a

adicao de cloreto de sodio os valores foram ligeiramente menores durante o tratamento
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(1,009 nas duas fases do ensaio 1), porém permanecendo dentro dos limites
considerados normais por estes autores, confirmando que os animais avaliados
consumiram agua em quantidade adequada.

O pH sanguineo nao sofreu qualquer interferéncia da suplementacdo com cloreto
de amoénio, permanecendo entre os valores normais (Tabela 11). LINA & KUIJPERS
(2004) relataram, contudo, que o cloreto de amoénio induz acidose metabdlica cronica
em ratos. Sabe-se que o pH sanguineo varia dentro de valores bastante aproximados e
gue pequenas variagdes, para cima ou para baixo, podem induzir o animal a acidose ou
a alcalose metabdlica, condicbes que trazem risco a manutencdo da vida. Era
esperado, no entanto, que o cloreto de ambnio nao interferisse, significativamente, no
pH sanguineo dos animais. E possivel que os autores supra-referidos s6 tenham
induzido a acidose porque administraram o produto durante 13 semanas aos ratos. Ha,
contudo, relato de CHING et al. (1989) que mediante administragcdo do cloreto de
amoénio a gatos, observaram queda significativa do pH sanguineo apés 30 dias de
tratamento. E possivel, desta forma, que o uso do produto por curtos periodos ndo
alterem o pH sanguineo conforme observado neste trabalho.

O exame anatomo-histopatolégico, realizado ap6s o0 abate dos animais,
confirmou o diagnoéstico inicial, ou seja, todos os animais que ‘in vivo’ foram
selecionados mediante exame da urina como portadores de cistite, apresentavam a
condicdo, confirmada pelos exames “post-mortem” (Tabela 12). A comparagcao entre
animais tratados e nao tratados com o cloreto de aménio, revelou que o uso do produto
ndo induziu qualquer melhora na condi¢gdo vesical dos animais, corroborando com
ALBERTON & WERNER (1998) que também registraram ineficiéncia deste produto no
efetivo controle dessa infeccéo.

As cistites resultam de infecgdes ascendentes do trato urinario, sendo as E. coli,
Klebsiella sp e Streptococcus sp os agentes mais comumente envolvidos (SANTOS et
al., 1984). A Tabela 13 mostra que a bactéria mais isolada nos urocultivos foi a E. coll,
presente em 70,45% das amostras analisadas. Tal resultado corroborou observacoes
de WENTZ (1987), que encontrou idéntica freqliéncia de E. coli, ao analisar amostras
de bexigas de porcas com problemas reprodutivos e outros. CARR & WALTON (1992),
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também isolaram E. coli, porém com freqiéncia bem superior - 90,38%, pelo cultivo da
urina de 52 porcas com bacteriuria. Conforme informa a literatura, a E. coli é o agente
mais comum encontrado nas infecgdes urinarias, fato que pode ser explicado pelos
fatores de viruléncia, tais como, antigenos somaticos e capsulares, fimbrias
responsaveis pela aderéncia bacteriana as células do epitélio urinario, producédo de
hemolisina e aerobactina que aumentam a disponibilidade e captagcdo de ferro
favorecendo o crescimento bacteriano, entre outros (SHAW, 1990).

O segundo agente mais encontrado foi Proteus sp com 13,64% das amostras
avaliadas, o que concordou com MADEC & DAVID (1984) que isolaram 14% em 350
amostras de urina em porcas com infeccao urinaria. Entretanto, CARR & WALTON
(1992) encontraram a presenca de 1,9% das 52 amostras de urina com bacteritria de
10? UFC.

Nao se observou presencga de A. suis, nas amostras colhidas e incubadas em
anaerobiose por 72 horas a 37° C, embora tenham sido seguidas todas as
recomendagdes de CARR & WALTON (1993) para cultivo deste agente. A nao
ocorréncia do microrganismo pode estar ligada ao fato da granja usar a inseminacao
artificial, importante método de controle desta infeccdo. O cultivo de amostras
originalmente mistas, especialmente com E. coli, também poderiam explicar o fato, ja
que sua rapida multiplicacao e pouca exigéncia nutritiva poderiam dificultar o isolamento
de A. suis (SANTOS et al., 1984).
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6. CONCLUSOES

O objetivo maior deste estudo era o de oferecer mais informacbes sobre a

eficacia e reais efeitos destes produtos, garantindo ao profissional que atua no campo,

informacdes mais seguras para a composicao de programas de controle de infecgdes

urinarias. Com base no material e metodologias utilizadas, foi possivel concluir que:

O acido citrico, quando adicionado a racédo de porcas gestantes pelo
periodo de duas semanas (14 dias), na dose de 56,7 g/dia, ndo promoveu
alteracdes significativas no pH e na densidade urinaria dos animais. Foi
capaz, contudo, de diminuir significativamente a contagem bacteriana,

nestas mesmas amostras.

O éacido citrico foi o Unico produto capaz de minimizar as contagens
bacterianas na urina. Pode, portanto, representar o medicamento de

escolha, como adjuvante no controle de infecgdes urinarias.

A adicdo de cloreto de aménio, na dose de 10,5 g/dia, pelo mesmo
periodo indicado acima, produziu decréscimo significativo no pH urinario
das porcas, porém nao alterou as densidades e contagem bacteriana da

urina. Este produto mostrou-se como um bom acidificante urinario.

O cloreto de sédio na dose de 52,5 g/dia, pelo mesmo periodo nao alterou
de maneira significativa nenhuma das varidveis analisadas e nao

demonstrou nenhum efeito sobre o controle de cistites em porcas.
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8. APENDICE

Apéndice 1. Formulacao de racao para porcas em gestacao produzida na granja onde
realizou-se o ensaio 1.

Sorgo 548,0 Kg
Soja tostada 132,0 Kg
Trigo 280,0 Kg
NC gestacao’ 40,0 Kg
Total 1000,0 Kg
Masterborb? 2,0 Kg

Apéndice 2. Formulacao de ragao para porcas em lactacao produzida na granja onde
realizou-se o ensaio 1.

Fub& de milho 602,0 Kg
Farelo de soja 284,0 Kg
Oleo de soja 22,0 Kg
Acucar 52,0 Kg
NC lactagao® 40,0 Kg
Total 1000,0 Kg
Mastersorb 2,0 Kg

' NC Suino gestacao: suplemento vitaminico mineral para suinos. NUTRON ® (isento de promotores de crescimento)-Toledo PR
? Mastersorb Gold: aditivo adsorvente de micotoxinas e protetor bioldgico contra patégeno. Grasp®- Sdo PauloSP
3 suplemento vitaminico mineral aminoacido para suinos. NUTRON © (isento de promotores de crescimento)-Toledo PR



Apéndice 3. Formulacao de ragdo comercial para porcas em gestacao produzida em
fabrica para o ensaio 2.

Milho moido 536,0 Kg
Soja integral Desati 75,0 Kg
Farelo de Soja (48%PB) 100,0 Kg
Farelo de Trigo 260,0 Kg
Fosfato Bicalcico 13,0 Kg
Calcario 38% 7,5 Kg
Sal Comum 4,5 Kg
Micro Ingredientes

Premix Reproducao 3,0Kg
Mineral Suinos 1,0 Kg

Total 1000,0 Kg



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

