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EFEITO DO SORO URÊMICO DE CÃES COM INSUFICIÊNCIA RENAL 

SOBRE O METABOLISMO OXIDATIVO E APOPTOSE DOS 

POLIMORFONUCLEARES 

 

RESUMO - Embora a insuficiência renal ocorra com bastante freqüência na 

espécie canina, não se sabe se essa condição, a semelhança do que ocorre 

em humano, compromete o funcionamento dos poliformonucleares (PMN). O 

superóxido produzido pelo metabolismo oxidativo dos PMN exerce importante 

papel na resposta imune inata, destruído os patógenos fagocitados, entretanto, 

quando em excesso age de modo deletério promovendo a aceleração da 

apoptose. Testou-se a hipótese de que, a semelhança do que ocorrer em 

humanos, as toxinas presentes no soro de cães urêmicos alteram o 

metabolismo oxidativo e acelera a morte celular programada dos neutrófilos de 

cães normais. Para tal o sangue total e polimorfonucleares isolados de dez 

cães sadios foram incubados com soro urêmico. A produção de superóxido foi 

quantificada pelo teste de redução do tetrazólio nitroazul (NBT) e o índice 

apoptótico calculado pelo método morfométrico. A produção de superóxido 

gerada dos neutrófilos de sangue total tratados com soro urêmico apresentou 

significante redução (p < 0,05). Quando isolados e incubados com soro 

urêmico, apenas na metade das amostras os PMN apresentaram 

concomitantemente diminuição da produção de superóxido e aumento do 

índice apoptótico. Foi possível concluir que os componentes presentes no soro 

urêmico alteram ex vivo o metabolismo oxidativo e a apoptose dos PMN, 

fortalecendo a hipótese de que cães com de insuficiência renal têm sua 

imunidade inata comprometida.  

 

 

Palavras - chave: Neutrófilos, toxinas urêmicas, superóxido, morte celular 

programada,.imunosupressão. 

  



EFFECT OF THE UREMIC SERUM FROM DOGS PRESENTING KIDNEY 

FAILURE ON OXIDATIVE METABOLISM AND APOPTOSIS OF TH E 

POLYMORPHONUCLEAR ONES 

 

SUMMARY - Although kidney failure occurs frequently on canine species, it is 

unknown if this condition, being similar to what occurs in human beings, 

jeopardized the functioning of the polymorphonuclear (PMN). The superoxide 

produced by the oxidative metabolism of the PMN plays an important role in the 

immune inherent answer, having destroyed the pathogenic phagocytized. 

However, when in excess it acts in a deleterious way promoting the acceleration 

of apoptosis. It was tested by the hypothesis that, similar to what occurs in 

humans, the toxins present in the serum of uremic dogs alter the oxidative 

metabolism and accelerates the programmed cellular death of the neutrophis of 

normal dogs. For that, the total blood and polymorphonuclears isolated from ten 

healthy dogs were incubated with uremic serum. The production of superoxide 

was quantified by nitroblue tetrazolium reduction test (NBT) and the index 

apoptic was calculated by the morphometric method. The production of 

superoxide generated from the neutrophil of total blood treated with uremic 

serum presented significant reduction (P<0.05). When isolated and incubated 

with uremic serum, only on half of the sample the PMN presented concomitantly 

a reduction of production of superoxide and increase of apoptotic index. It was 

possible deduct that the components present in the uremic serum alter ex vivo 

the oxidative metabolism and the apoptosis of the PMN, consolidating the 

hypothesis that dogs having kidney failure have their inherent immunity 

jeopardized. 

 

Keywords:  Neutrophil, uremic toxins, superoxide, programmed cellular death, 

immunosuppression.   
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1.1 Definição do problema 

 

Pesquisa realizada junto ao laboratório clínico veterinário da UNESP de 

Araçatuba constatou que cães com quadro inflamatório apresentavam aumento 

do metabolismo oxidativo dos neutrófilos, porém o aumento da produção de 

superóxido não foi observado naqueles com quadro de insuficiência renal. 

Buscando melhor entender a diferença entre o metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos de cães urêmicos e não urêmicos, verificou-se que os compêndios 

clássicos de clínica veterinária (GRAUER; LANE, 1995; POLZIN et al., 2004; 

WARE, 2006) invariavelmente afirmam que cães são muito susceptíveis a 

insuficiência renal e a condição promove uma imunossupressão. Entretanto, 

tais afirmações têm como base citações de estudos em humanos que 

evidenciam imunossupressão e alta mortalidade por infecções bacterianas 

devido à disfunção dos polimorfonucleares (PMN) causada pela uremia, 

incluindo aceleração da apoptose e inibição do metabolismo oxidativo por 

toxinas urêmicas.  

 

1.2.  Investigação do problema na literatura – a revisão 

 

        Em busca de evidências de que a uremia, a semelhança do que ocorre 

em humanos, também promove inibição do metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos em cães, foi realizada uma revisão de literatura utilizando-se os 

bancos de dados eletrônicos (Biological Abstracts 1998 até 2002; Books in print 

2008/09 até 2008/11; CHEMBANK 2008/06 até 2008/12; Drug Information 

Fulltext 2009/02; FRANCIS 1984 até 2008/11; IPA 1970 até 2008/12; 

SilverPlatter MEDLINE(R) 1950 até 2009/01; MEDLINE(R) In-Process & Other 

Citations 2006/12 – 2009/02;  Zoological Records v.115-120 1978-1984  até 

v.142 2006), disponíveis no Portal da Pesquisa 

(www.portaldapesquisa.com.br), o Academic Search Complete (Academic 
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Search Premier; CINAHL; Library, Information Science & Technology Abstract;) 

disponíveis no EBSCO (http://search.ebscohost.com). A pergunta para a 

realização da revisão foi estruturada com três elementos conceituados na 

Medicina Baseada em Evidências, conforme preconizado por Castro (2001) - 

Situação: Leucócitos, polimorfonucleares e neutrófilos; Intervenção: uremia, 

urêmico e insuficiência renal; Desfecho: metabolismo oxidativo, explosão 

respiratória, ROS e superóxido. Foi utilizado apenas a espécie canina como 

limite para recuperação de artigos. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia 

para busca nas bases de dados supracitados: (neutrophil or PMN or leukocyte 

or polymorphonuclear [any term]) AND (uremic or uremia or renal failure) AND 

(superoxide or oxidative metabolism or burst respiratory or ERO [any term]) 

AND (dog or puppies or canine [any term]). Nenhum artigo foi recuperado de 

modo que a pesquisa foi ampliada, repetindo a mesma estratégia, porém sem 

utilizar a limitação de espécie. Dos artigos identificados, foram selecionados 

apenas os que quantificaram o superóxido e redigidos na língua espanhola, 

inglesa e portuguesa.  

 Obedecendo aos mesmos critérios, como pesquisa complementar, 

utilizou-se a literatura disponível no PubMed (www.pubmed.gov), o banco de 

dados do grupo neutrófilo do curso de medicina veterinária da UNESP de 

Araçatuba (http://br.groups.yahoo.com/group/neutrofilo/database) e recurso de 

pesquisa avançada do Google acadêmico (www.scholar.google.com.br). O 

levantamento bibliográfico foi realizado em junho de 2007 e revisado 

mensalmente até o fim de abril de 2009. 

 

1.2.1 A importância do metabolismo oxidativo para a defesa inespecífica do 

organismo. Relação existente entre estresse oxidativo e apoptose. 

 

Os neutrófilos são células que integram a primeira linha de defesa do 

organismo, degradando e exterminando patógenos invasores (JAIN et al.,   

1993). Sob condições normais, a entrada de microrganismo em um hospedeiro 

leva a resposta que se fundamenta na ação das selectinas e integrinas que 
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promovem a adesão dos neutrófilos ao endotélio e em seguida as locomovem 

aos locais com maior concentração de substâncias quimiotáxica (C5a, LTB4, IL-

8, fator de ativação de plaquetas). Processo este conhecido como quimiotaxia, 

em que os neutrófilos alcançam o local afetado para realizar a fagocitose. 

Porém, precedentemente as partículas são opsonizadas pelos complementos 

(C3;C4) e imunoglobulinas (IgG) para haver melhor aderência aos receptores 

dos neutrófilos e  que desse modo sejam internalizadas (ZINKL e 

KABBUR,1997).O microrganismo invasor é rodeado pelos pseudópodes dos 

neutrófilos, formando um fagossomo. Logo em seguida os grânulos presentes 

no citoplasma dos neutrófilos fundem suas membranas com aquelas do 

fagossomo de modo que possam liberar seu conteúdo no interior do 

fagossomo e destruir o agente invasor por meio de enzimas lisossomais e 

agentes oxidantes (JANEWAY et al., 2007). 

 Durante este processo há um aumento no consumo de oxigênio em 

aproximadamente 200 vezes (BABIOR, 2004) e de acordo com Ferreira e 

Matsubara (1997), em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio o 

oxigênio (O2) sofre redução formando água (H2O) e, durante cujo processo, 

são produzidos as espécies reativas do oxigênio (ERO), como os radicais 

superóxido (O2-), hidroperoxila (HO2), hidroxila (OH), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e compostos halogenados (HClO e HBrO). Por serem consideradas 

espécies altamente reativas, as ERO são liberadas primariamente no interior 

dos fagossomos, onde combinam-se rapidamente com as proteínas 

microbianas e lipídeos resultando na oxidação dos mesmos. Estes são 

liberadas no citosol, onde alteram o estado redox da célula e oxidam os 

componentes celulares, alterando sua função (FIALKOW et al., 2007).  A 

NADPH oxidase é uma enzima que cataliza a produção do superóxido e, por 

meio do seu complexo, ativa os neutrófilos que estão em contato com 

microorganismos fornecendo-lhes agentes bactericidas, viricidas e fungicidas 

(BABIOR, 2004). Estima-se que aproximadamente 1 – 4% do oxigênio que 

reage na explosão respiratória leva a formação do radical superóxido 

(KANNAN; JAIN, 2000). 
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 Existem diversos métodos para se avaliar o metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos, como a determinação do consumo de oxigênio, a redução do 

ferricitocromo C, a quimioiluminescência, a determinação da 2,7 – 

diclorofloresceína ou da dihidrorodamina por citometria de fluxo, a 

determinação da mieloperoxidase e iodinização, contudo, o teste de redução 

do tetrazólio nitroazul (NBT) é um dos mais utilizados. A mensuração 

quantitativa do metabolismo oxidativo foi dificultada em alguns testes, como a 

quimioiluminescência e a redução do citocromo C por serem complicados e 

trabalhosos (RICHARDSON et al., 1998). Nas últimas décadas a citometria de 

fluxo foi desenvolvida para identificar os produtos do metabolismo oxidativo, 

sendo uma metodologia mais simples e capaz de mensurar a atividade de 

centenas de neutrófilos em um período muito curto de tempo (BASS et al., 

1983). O NBT é um corante supravital amarelo claro que sofre redução na 

presença do ânion superóxido tornando-se azul escuro, dessa maneira 

contituindo-se um método rápido, simples e que não requer isolamento celular. 

É de baixo custo, prestando-se muito bem a avaliação do metabolismo 

oxidativo dos fagócitos (GORDON et al., 1973) e além disso, sendo um teste 

quantitativo inclui uma mensuração criteriosa dos estágios iniciais do 

metabolismo oxidativo (RICHARDSON et al., 1998). 

 Inicialmente o teste do NBT foi empregado por Baehner e Nathan (1968) 

para o diagnóstico da doença granulomatosa crônica em crianças. A redução 

do referido corante pode ser avaliada ao visibilizar por microscopia óptica as 

células redutoras que apresentam precipitado intracitoplasmático azul escuro, 

e assim determinar o percentual de positivas.  

 Normalmente as ERO atuam de forma importante em numerosas 

funções biológicas, em compensação a produção destas por ativação 

desempenha uma parte crítica na defesa do hospedeiro contra invasão dos 

patógenos (LEE et al., 2003). O aumento da sua produção e/ou diminuição do 

sistema antioxidante leva a um estresse oxidativo na qual o excesso causará 

danos e disfunção em muitos componentes vitais da célula (VAZIRI et al., 

2003), contudo o prejuízo somente vai ocorrer quando as ERO esgotarem as 
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defesas bioquímicas celulares (HORTON; FAIRHURST, 1987). A reação inicial 

produz um segundo radical, a qual reage com uma segunda macromolécula e 

assim por diante, em uma contínua reação em cadeia (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1989). Existe uma relação dinâmica entre a produção de ERO 

e a capacidade antioxidante que é determinada pelo sistema celular (KANNAN; 

JAIN, 2000). As ERO podem reagir com todas as macromoléculas biológicas, 

ou seja, os lipídeos, as proteínas, os ácidos nucléicos e os carboidratos, porém 

sob condições normais, as mitocôndrias possuem eficientes mecanismos 

bioquímicos de defesa que neutralizam seu efeito (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1989). Tais mecanismos incluem os sistemas enzimáticos 

glutationa redutase, glutationa peroxidase, superóxido dismutase, NADP 

desidrogenase (NADPH) e vitamina E e C (MCGOWAN  et al., 1996). Apesar 

da mitocôndria se apresentar como a principal produtora de ERO, existem 

outras fontes celulares para sua formação e todos os componentes celulares 

são susceptíveis à sua ação, porém a membrana é um dos mais atingidos, 

sofrendo tanto alterações na sua estrutura quanto na permeabilidade. Em 

conseqüência, há perda da seletividade na troca iônica, liberação do conteúdo 

das organelas e formação de produtos citotóxicos que culmina com a morte 

celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).  

Apoptose ou morte celular programada é um  

processo de morte celular que ocorre naturalmente sendo essencial para a  

desenvolvimento normal e para a homeostase de todos os organismos 

multicelulares (SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993). Este processo é 

também importante para remoção de células danificadas, infectadas ou 

neoplásicas. Porém, tanto a baixa afinidade apoptótica quanto seu grau podem 

levar a conseqüências biológicas adversas (NAGATA, 1996). Durante este 

processo, uma célula sofre processo ativo  

de morte celular culminando na fragmentação do DNA e na  

formação de corpos apoptóticos. A membrana plasmática destas células em 

apoptose e os corpos apoptóticos mantêm a sua integridade, impedindo o 

extravazamento do material celular. Apoptose pode ser desencadeada por 
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inúmeros fatores incluindo mediadores, ausência de fatores de crescimento, 

drogas antitumorais e sob certas condições, danos do DNA (DUKE et al., 

1996), cada um destes indutores tem seu próprio mecanismo que promove a 

ativação do processo apoptótico, porém são as caspases os componentes 

centrais desta indução (HAMPTON; ORRENIUS, 1998). As caspases são 

enzimas dependentes de cisteína e sensíveis ao estado redox da célula, sendo 

sintetizadas como precursores que tem pouca atividade catalítica e um dos 

seus papéis é inativar proteínas que são vitais para sobrevida da célula, de 

maneira que vai interromper o contato célula – célula, desorganizar o 

citoesqueleto, destruir e impedir a replicação do DNA, romper a estrutura 

nuclear e induzir mudanças bioquímicas na superfície celular para 

reconhecimento dos fagócitos e finalmente desintegra a célula a corpúsculos 

vesiculares (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).  

A maioria dos mediadores da apoptose estão localizados nas regiões ou 

territórios celulares que se seguem (1) superfície celular, (2) citosol, (3) 

citoesqueleto, (4) mitocôndria e (5) núcleo (KANNAN;  JAIN, 2000). O processo 

é altamente regulado, e envolve a ação de vários indutores, mas o mecanismo 

genético da apoptose dos polimorfonucleares ainda é vagamente entendido 

(MAJEWSKA et al., 2003). O excesso de estresse oxidativo mata células, quer 

seja por necrose ou por apoptose. Em muitos modelos de apoptose, alterações 

no estado redox da célula ocorrem antes da ativação da caspase (ZAMZAMI  et 

al., 1996). 

 
1.2.2 O estresse oxidativo em cães com insuficiência renal.  

 

A insuficiência renal é uma condição em que as suas funções dos rins são 

alteradas, tornando-se incapazes de manter a capacidade reguladora, 

excretora e endócrina. Ocorre mais especificamente quando 75% dos néfrons 

deixam de funcionar, acarretando principalmente o acúmulo de toxinas 

urêmicas. Também, a insuficiência renal pode ser inicialmente classificada em 

duas formas, aguda e crônica (DIBARTOLA, 2004). A insuficiência renal aguda 
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ocorre quando há uma pertubação súbita no funcionamento dos rins, com 

duração de horas ou dias, normalmente causada por lesões tóxicas ou 

isquêmicas (COWGILL;ELLIOTT, 2004) e cuja concentração de uréia no 

organismo se eleva para valores três a quatro vezes superiores ao valor basal 

(3-8 mol/L) e podendo ser inclusive maior aqueles encontrados na insuficiência 

renal crônica (KERR, 2003). Na insuficiência renal crônica (IRC), o quadro se 

desenvolve durante um período mais longo, que vai de semanas, meses ou até 

mesmo anos, e é quando há perda progressiva do número de néfrons, devido à 

cicatrização das lesões iniciais ocorridas. Nestes casos não há mais 

reversibilidade do quadro e o paciente terá que viver com esta condição para o 

resto de sua vida (POLZIN et al., 2004).  

O estresse oxidativo é reconhecido como uma decorrência consistente em 

diversos processos patológicos de cães, e o dano causado é bem abrangente 

(MCMICHEL, 2007). Animais com doença renal crônica têm recorrentes 

condições que aumentam a produção das ERO, e a IRC está diretamente 

associada a uma deficiência relativa de antioxidantes (BROWN, 2008). As 

células renais, particularmente as epiteliais tubulares, estão entre aquelas 

metabolicamente mais ativas no organismo. Isso porque os rins mantém altos 

níveis de fosforilação oxidativa mitocondrial e abrange o grande fluxo 

sanguíneo, de modo que a formação de ERO é esperada (BROWN, 2008). 

Ao longo do tempo diversos estudos em humanos e roedores 

(SARDENBERG et al., 2006; ZARBOCK et al., 2006) confirmaram a 

importância de se investigar o estresse oxidativo nos polimorfonucleares em 

pacientes portadores de IRC. Porém, em cães, a avaliação do estresse 

oxidativo tem enfocado outras condições patológicas, tais como a 

cardiomiopatia dilatada idiopática (FREEMAN et al., 1999), catarata em Cocker 

spaniel inglês (BARROS et al., 1999) e Leishmaniose visceral (BILDIK et al., 

2004). Também quanto à avaliação do metabolismo oxidativo dos 

polimorfonucleares de cães, foram encontrados estudos referentes à rinite e à 

pneumonia em Doberman Pinscher (BREITSACHWERDT et al., 1987), em 

condições sépticas (WEBB et al., 2007) e, ainda, relatos feitos por Eickhoff et 
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al. (2004)  de que há uma grande variação dos resultados obtidos em cães 

saudáveis. 

Especificamente quanto no caso de IR, o único relato de estresse 

oxidativo fez referencia à avaliação das hemácias de cães portadores IRC 

(LUSTOZA, 2004), não havendo nada descrito com relação à série 

granulocitária.Tal fato justifica o subjetivismo com relação ao que realmente 

acontece com a produção de superóxido em cães com insuficiência renal, 

capaz de desencadear o quadro de imunossupressão. Provavelmente devido a 

uma disfunção celular acarretará em uma alteração da produção de 

superóxido, e assim desencadeado a imunossupressão. 

 

1.2.3 Comprovação, em humanos, que a IR compromete a função dos 

leucócitos polimorfonucleares. 

 

 A insuficiência renal crônica em pacientes humanos é um problema de 

saúde pública mundial, cujo contigente de 58% dos pacientes vive em apenas 

cinco países (Estados Unidos, Japão, Alemanha, Brasil e Itália). Nos Estados 

Unidos, a insuficiência renal crônica encontra-se em 9° lu gar como causa 

morte, tem uma crescente incidência e prevalência, porém diagnóstico, 

prognóstico e tratamento têm ainda alto custo (ARORA;VERRELI, 2008). Os 

pacientes renais terminais são considerados grupo de alto risco para 

desenvolver sepse letal e estima-se que mais de 75% das mortes ocorridas 

dentre eles decorrem da septicemia (SARNAK; JABER, 2000). 

 A patogênese que leva a esta susceptibilidade ainda não está 

definitivamente esclarecida, porém sabe-se que há falhas nos mecanismos de 

defesa celular principalmente dos neutrófilos, além dos linfócitos e monócitos 

(COHEN et al., 1997). Estas deficiências têm sido amplamente atribuídas à 

presença de toxinas urêmicas, má nutrição, excesso de ferro, aumento do 

cálcio citosólico e deficiência de zinco no organismo de tais pacientes (HÖRL, 

1999; IBS e RINK, 2003). As toxinas urêmicas são fatores plasmáticos 

circulantes acumulados no soro dos portadores de insuficiência renal (COHEN 



18 
 

 

et al., 1997). Dentre elas, a mais conhecida é a uréia por ser a mais estudada 

na abordagem clínico-patológica nefropática. Entretanto seu papel tóxico ainda 

é controverso, pois alguns autores acreditam que a uréia per se não seja tóxica 

(VANHOLDER et al., 2008). Enquanto outros acreditam que o efeito tóxico da 

uréia seja devido ao seu acúmulo concomitante a outros solutos como os 

produtos protéicos de oxidação (WITKO-SARSAT et al., 1998), a guanidina 

(HIRAYAMA et al., 2000), o polifosfato deadenosina (JANKOWSKI et al., 2001), 

os produtos finais de glicação avançada (GLORIEUX  et al., 2004), a β2 – 

microglobulina (VANHOLDER et al., 2003), a leptina (OTTONELLO et al., 

2004), as proteínas de ligação (BAMMENS et al., 2006), a interleucina – 18 

(CHIANG et al., 2006), as variantes de angiotensina (JANKOWSKI et al., 2007),  

os indóis (DOU et al., 2007), o p-cresilsulfato (SCHEPERS et al., 2007). Há 

ainda estudiosos que acreditam que ocorra um efeito acumulativo de cada 

substância e que o efeito final seja potencializado por cada uma das toxinas, de 

forma que afete a funcionalidade e viabilidade dos PMN (SARDENBERG et al., 

2006). 

Na literatura da IRC, em humanos, há muita contradição com relação à 

produção de ERO na uremia pelos PMN. Há aqueles que verificaram a 

ocorrência de menor produção (CENDOROGLO et al., 1999; HIRABAYASHI et 

al., 1988; SARDENBERG et al.,2006), outros que verificaram aumento na 

produção (MCLEISH et al., 1996; RYSZ et al., 2004; WARD; MC LEISH, 1995), 

como também os que não constataram nenhuma alteração com relação a 

produção de ERO por células de pacientes urêmicos quando comparados com 

os indivíduos sadios (ANDING et al., 2003; CHRETIEN; GARAGUSI, 1973; 

GASTALDELLO et al., 2000; PAUL et al.,1991).Contudo sabe-se que parte das 

divergências é devido ao método utlilizado (SARDENBERG et al., 2006).  

Whyte et al. (1993) demostraram uma relação direta entre a apoptose e 

a perda das funções do citoesqueleto, fagocitose, degranulação e metabolismo 

oxidativo nos PMN. De acordo com Cendoroglo et al. (1999), a mortalidade 

causada por infecção bacteriana secundária em os pacientes portadores de 
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insuficiência renal é alta devido a disfunção dos PMN ocorrida por uma 

diminuição da produção de superóxido e pela aceleração da apoptose.  

Cendoroglo et al. (1999), em estudo ex vivo, verificaram que a produção 

de superóxido dos PMN normais incubados com soro urêmico foi 

significativamente menor que daqueles incubados com soro normal. 

Cendoroglo et al. (1999) e Lewis et al. (1988) igualmente verificaram inibição 

da produção de superóxido em neutrófilos de pacientes urêmicos estimulados 

com fMLP (N-formyl methionyl leucyl phenylalanine), porém não com PMA 

(phorbol myristate acetate).  

Com relação à apoptose, Cendoroglo et al. (1999) observaram que 

houve diferença significativa entre a apoptose dos PMN de pacientes normais e 

urêmicos tanto quando incubados com os seus soros como com soro fetal 

bovino. Os autores verificaram uma correlação inversa entre a produção de 

superóxido e a apoptose destas células. Foi possível verificar um aumento de 

33% da taxa de apoptose dos PMN normais quando incubado com soro 

urêmico, porém as taxas de apoptose dos PMN urêmicos quando incubados 

com soro normal não diferiram, sugerindo dessa forma que os PMN urêmicos 

são mais propensos a apoptose, mesmo quando submetidos a uma condição 

normal. Sardenberg et al.(2006), de modo similar, observaram que os 

pacientes com IRC, não tratados, tinham uma maior taxa de apoptose quando 

comparados com controles e pacientes submetidos à hemodiálise, sugerindo 

que a toxicidade urêmica atua  na apoptose dos PMN e que a diálise pode 

minimizar a taxa de apoptose. Koller et al. (2004), diferentemente, verificaram 

discreta diminuição da apoptose ao incubar PMN normais com soro urêmico e 

PMN de pacientes urêmicos com soro normal. 

Jaber et al. (2001) constataram que a expressão Fas foi 

significativamente maior em pacientes com insuficiência renal crônica 

comparados com indivíduos controle. E, também, que o soro urêmico 

aumentou a expressão do Fas associado ao PMN e a proteína FasL, e que 

havia forte correlação Fas - estimulante de apoptose com a depuração de 

creatinina. Majewska et al. (2003)  verificaram, in vivo, aceleração da apoptose 
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dos PMN em pacientes urêmicos, com relação aos indivíduos controle e que 

esse resultado era dependente do aumento do fator de expressão Fas/Apop-1 

gerados durante a uremia. 

 

Os objetivos deste estudo visaram: 

1. Testar a hipótese de que a produção de superóxido gerada pelo 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos de cães diminui quando incubados com 

soro urêmico.   

 2. Testar a hipótese de que há relação entre a taxa de apoptose e a 

produção de superóxido dos PMN de cães tratados com soro urêmico. 
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RESUMO 10 

Foi testada a hipótese de que, a semelhança do que ocorre em humanos, os 11 

componentes do soro urêmico inibem o metabolismo oxidativo dos neutrófilos de cães. 12 

Para isto, o sangue total de 10 cães foi incubado com soro homólogo urêmico e não 13 

urêmico e posteriormente comparados quanto à produção neutrofílica de superóxido 14 

estimada pelo método citoquímico de redução do tetrazólio nitroazul (NBT). A 15 

produção de superóxido gerada pelo metabolismo oxidativo dos neutrófilos tratados 16 

com soro urêmico apresentou significante redução (p < 0,05) em relação aos tratados 17 

com plasma autólogo e homólogo com níveis normais de uréia. Concluiu-se que os 18 

componentes presentes no soro urêmico inibem ex vivo o metabolismo oxidativo dos 19 

neutrófilos de cães portadores de insuficiência renal têm sua imunidade inata 20 

comprometida.  21 

Palavras-chave: Tetrazólio nitroazul, insuficiência renal, superóxido.  22 
 23 

ABSTRACT 24 

The aim of this study was to test the hypothesis that the uremic compounds decrease the 25 

neutrophil oxidative metabolism in dogs, as occurs in humans. Whole blood from ten 26 

dogs was incubated with uremic and non-uremic homologous serum and the superoxide 27 

production by activated neutrophils was quantified by the nitroblue tetrazolium 28 

reduction test (NBT). The superoxide production generated by neutrophils in the 29 

presence of uremic serum was significantly decreased (p<0,05)  in comparison with 30 

autologous and homologous serum with normal serum urea levels. It was concluded that 31 

the presence of components of uremic serum inhibits the ex vivo neutrophil oxidative 32 

                                                 
1 Normalização segundo a Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia (Anexo A) 
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metabolism in dogs, suggesting that, similarly to humans, dogs with renal failure may 33 

have compromised innate immunity response. 34 

 35 

Keywords: Nitroblue tetrazolium, renal failure, superoxide. 36 

 37 

INTRODUÇÃO 38 

A insuficiência renal é caracterizada por lesões intrarrenais e ocorre quando 75% 39 

ou mais dos néfrons tornam-se afuncionais, resultando na retenção de restos de produtos 40 

nitrogenados não protéicos no organismo, podendo ocorrer de forma aguda (IRA) ou 41 

crônica (IRC) (DiBartola, 2004). Nos casos de IRA a concentração plasmática normal 42 

de uréia entre 3 – 8 mmol/L, eleva-se abruptamente para valores acima de 35 mmol/L, 43 

geralmente superiores aos observados na IRC (Kerr, 2003). A IRC é a afecção renal 44 

mais comum em cães, sendo progressiva, irreversível e de mau prognóstico. Porém, 45 

quando adequadamente tratada, o cão portador de IRC pode sobreviver com boa 46 

qualidade de vida por muitos meses (Polzin et al., 2004). Em cães com IRC cujos 47 

valores de uréia plasmática são inferiores a 20 mmol/L, as chances de resposta a uma 48 

terapia alimentar são grandes; entretanto, valores superiores a 60 mmol/L indicam 49 

prognóstico ruim (Kerr, 2003). Apesar da concentração sérica da uréia ser bem aceita 50 

como um bom marcador para a severidade da falência renal, seu papel na patogênese da 51 

síndrome urêmica ainda é controverso (Lim et al.,1995). 52 

  Conhen et al. (1997) relataram que as toxinas urêmicas circulantes de pacientes 53 

nefropatas graves são provenientes da redução da excreção, assim como resultante do 54 

aumento da sua síntese durante a uremia. Segundo Vanholder et al. (2008) a uréia per 55 

se parece não ser tóxica, contudo, seu efeito tóxico se faz pelo acúmulo simultâneo com 56 

outras substâncias de ação biológica. As guanidinas (Hirayama et al., 2000), a leptina 57 

(Ottonello et al., 2004), o p-cresol (Schepers et al., 2007), a uréia e a β2-microglobulina 58 

representam alguns dos 100 solutos urêmicos identificados em pacientes com 59 

nefropatias graves e que potencialmente alteram a função neutrofílica (Vanholder et al., 60 

2008).  Especula-se que cada toxina urêmica tenha efeitos distintos na função e 61 

viabilidade dos neutrófilos (Sardenberg et al., 2006) 62 
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A produção de fatores quimiotáxicos para os neutrófilos aparentemente é normal 63 

em pacientes urêmicos. Porém, a integridade da locomoção dos referidos neutrófilos ao 64 

sítio de infecção, capacidade de fagocitose e ação bactericida, parecem estar dimunuídas 65 

(Chretien e Garagusi, 1972). Uma vez fagocitado, o microorganismo é destruído por 66 

meio de enzimas lisossomais e agentes oxidantes (Janeway et al., 2007). De acordo com 67 

Ferreira e Matsubara (1997), no metabolismo celular aeróbio normal o oxigênio sofre 68 

redução, formando água, processo no qual são formadas as espécies reativas do 69 

oxigênio (ERO), tais como os radicais superóxido, hidroperoxila, hidroxila, peróxido de 70 

hidrogênio e compostos halogenados que atuam como bactericidas, viricidas e 71 

fungicidas (Babior, 2004). 72 

 O metabolismo oxidativo e a produção de superóxido dos neutrófilos de 73 

pacientes humanos com insuficiência renal têm sido avaliados por meio de diferentes 74 

métodos, tais como a quimioiluminescência, citometria de fluxo e tetrazólio nitroazul 75 

(NBT), produzindo resultados discordantes (Gastaldello et al., 2000). O NBT é um 76 

corante supravital amarelo claro que se transforma em formazan (azul escuro) após a 77 

sua redução pelo superóxido produzido pelo metabolismo oxidativo dos neutrófilos. A 78 

principal causa de valor elevado de redução do NBT é a infecção bacteriana, e esta 79 

redução pode ocorrer antes mesmo de qualquer alteração clínica e ou laboratorial 80 

(Richardson et al.,1998). 81 

 Hirabayashi et al., (1988) afirmam que pacientes humanos com insuficiência  82 

renal apresentaram menor produção de radicais de oxigênio. Cendoroglo et al. (1999) 83 

observaram esta menor produção de superóxido em neutrófilos de pacientes humanos 84 

quando incubados com plasma homólogo urêmico.  Ward e McLeish (1995), McLeish 85 

et al. (1996) e Rysz et al. (2004) verificaram maior produção de radicais de oxigênio 86 

nos neutrófilos de insuficientes renais,enquanto Paul et al.(1991), Gastaldello et al. 87 

(2000) e Anding et al. (2003) não observaram em pacientes urêmicos alteração no 88 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos. 89 

  Embora a insuficiência renal seja uma nefropatia comum em cães, não há 90 

relatos na literatura veterinária quanto ao efeito da uremia sobre o metabolismo 91 

oxidativo de neutrófilos nesta espécie. A fim de preencher esta lacuna de conhecimento, 92 

neste trabalho objetivou-se testar a hipótese de que a produção de superóxido gerado 93 
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pelo metabolismo oxidativo dos neutrófilos de cães sadios diminui quando incubado 94 

com soro urêmico. 95 

 96 

MATERIAL E MÉTODO  97 

Vinte e um cães adultos, de diferentes raças, machos ou fêmeas foram submetidos 98 

a exame físico geral, conforme preconizado por Feitosa (2008), e a exames 99 

laboratoriais como hemograma completo e determinação da concentração sérica de 100 

uréia e creatinina. Assim, com base nos resultados dos supracitados exames, os animais 101 

foram agrupados em: 102 

Grupo Controle (GC): Constituído de 11 cães sem evidências de alterações 103 

clínicas e laboratoriais. Destes, utilizaram-se dez para a realização dos ensaios e um 104 

teve seu plasma utilizado como “homólogo sadio”.  105 

Grupo Urêmico (GU): Constituído de dez cães com quadro clínico-laboratorial 106 

de uremia, conforme critérios de Kerr (2003) e DiBartola (2004), sem insuficiência 107 

cardíaca, ruptura vesical e obstrução pós-renal. 108 

De ambos os grupos foram excluídos cães com qualquer histórico de tratamento 109 

recente com antibióticos e anti-inflamatórios,  que pudessem interferir no metabolismo 110 

oxidativo dos neutrófilos.  111 

Para as colheitas de sangue dos animais de ambos os grupos utilizaram-se agulhas 112 

hipodérmicas descartáveis 25 x 8 mm, próprias para tubos estéries siliconizados e 113 

heparinizados à vácuo1. De cada animal do GC colheram-se seis mililitros de sangue 114 

total, sendo dois destinados à avaliação do metabolismo oxidativo, dois para realização 115 

do hemograma e outros dois para obtenção de plasma para análises bioquímicas. Dos 116 

cães do GU, foram colhidos quatro mililitros de sangue total em tubos sem 117 

anticoagulante para obtenção de soro para os ensaios ex vivo e análises bioquímicas, e  118 

dois mililitros foram acondicionados em tubos plásticos contendo K2-EDTA2 para o 119 

hemograma. O soro obtido foi acondicionado a – 20oC e as amostras sanguíneas 120 

mantidas refrigeradas até o momento do processamento laboratorial. 121 

                                                 
1 Vacutainer plus plastic Heparin, Cod. 367993, Becton-Dickson, New Jersey, USA. 
2 Vacutainer plus plastic K2 EDTA, Cod. 367841, Becton-Dickson, New Jersey, USA. 
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Os plasmas dos animais do GC foram submetidas à prova sorológica de pesquisa de 122 

anticorpos IgG anti-Leishmania sp. por meio da técnica de ELISA, como descrita por 123 

Lima et al. (2003). 124 

 O sangue total dos dez cães do grupo controle foi submetido concomitantemente ao 125 

acréscimo de plasma autólogo, homólogo sadio e soro urêmico, conforme protocolo 126 

apresentado (Fig. 1). 127 

 128 

PROTOCOLO Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 

 Sangue total heparinizado do GC 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 

 Centrifugação 700g durante 15 minutos  X X X 

 Retirada de 100 µL do plasma sobrenadante  X X X 

 Acréscimo de 100 µL de soro homólogo do GU    X 

 Acréscimo de 100 µL de plasma homólogo do GC               X  

 Reposição de 100 µL do plasma autólogo do GC  X   

 Homogeneização por ressuspensão  X X X 

Determinação da concentração de uréia   X X 

 Incubação em banho-maria 37oC por 2 horas  X X X 

 Determinação do superóxido (NBT) X X X X 

 129 

Figura 1- Protocolo experimental dos diferentes ensaios realizados para avaliar o 130 

metabolismo oxidativo de neutrófilos de cães do grupo controle (GC) imediatamente 131 

após a colheita (ensaio 1); sangue total incubado com plasma autólogo (ensaio 2); 132 

sangue total incubado com plasma homólogo sadio (ensaio 3) e sangue total 133 

incubado com soro homólogo do grupo urêmico (GU) (ensaio 4). 134 

 135 

 Os valores do hemograma foram obtidos utilizando-se contador eletrônico de 136 

células sanguíneas3
 e a contagem diferencial das células foi feita pelo método de 137 

microscopia de esfregaços corados com Panótico4. A determinação do volume globular 138 

foi realizada pelo método de micro-hematócrito, segundo as recomendações e critérios 139 

de Thrall et al. (2007). A concentração de uréia plasmática foi obtida, em duplicata, pelo 140 
                                                 
3  Contador eletrônico hematológico veterinário, Mod. CC-530, CELM, São Paulo-SP. 
4 Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR. 
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método enzimático cinético (37oC), utilizando-se conjunto de reativo comercial5 com 141 

leitura realizada em espectrofotômetro6 previamente calibrado, conforme recomendação 142 

do fabricante.  143 

 A produção de superóxido foi quantificada pelo método citoquímico de redução 144 

espontânea do NBT, conforme Ciarlini et al. (2004), utilizando reagente tamponado7. 145 

De cada ensaio realizou-se dois esfregaços corados com reagente hematológico 146 

comercial4. A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecida a partir da 147 

contagem de 100 neutrófilos, sendo apenas consideradas as células que apresentavam 148 

qualquer grânulo intracitoplasmático de cor azul enegrecida típica de formazan. 149 

 Após os estudos das distribuições das variáveis quanto à normalidade (teste 150 

Kolmorogov-Smirnov) e homogeneidade de variâncias (Teste Bartlett), conforme 151 

preconizado por Zar (1984), utilizou-se o teste de Friedman para comparar os grupos, 152 

seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. As análises estatísticas foram 153 

efetuadas empregando-se o programa computacional SAS8 e os valores foram 154 

considerados quando p<0,05. 155 

 156 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 157 

 Os valores do hemograma e concentrações séricas de uréia dos dez cães do 158 

grupo controle apresentaram-se dentro dos intervalos de referências de normalidade 159 

descritas por Kerr (2003), confirmando a boa condição de saúde sugerida pelo exame 160 

clínico geral. A concentração média final de uréia das 10 amostras submetidas aos 161 

ensaios com plasma autólogo (ensaio 2) e plasma homólogo sadio (ensaio 3)  variou 162 

dentro da faixa de normalidade para a espécie, enquanto as amostras tratadas com soro 163 

urêmico (ensaio 4) apresentaram uma concentração elevada, comum à cães portadores 164 

de IRC (Tab. 1). 165 

 166 

 167 

                                                 
5 Uréia enzimática, Katal, Katal Biotecnológica Indústria e comércio LTDA, Belo Horizonte- MG, Brasil.  
6 Espectrofotômetro E-205, CELL-M, Brasil 
7 Nitrobluetetrazolium, Cat. N6876, Sigma, St. Louis, USA 

 
8 SAS/STA Software, Statistical Analysis System Institute, 1997, USA 
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Tabela 1- Valores de tendência central e dispersão (média ± desvio padrão) da 168 

concentração final de uréia e porcentagens (%) da taxa neutrofílica de redução 169 

espontânea do NBT de dez cães hígidos submetido a diferentes ensaios: Utilização 170 

de sangue total imediatamente após a colheita (ensaio 1); sangue total incubado com 171 

plasma autólogo (ensaio 2); sangue total incubado com plasma homólogo sadio 172 

(ensaio 3) e sangue total incubado com soro homólogo urêmico (ensaio 4). 173 

Amostra Uréia (mmol/L) % redução NBT 

Ensaio 1 
7,57 ± 1,10 a* 14,4 ± 11,5 a* 

Ensaio 2 
7,57 ± 1,10 a 15,3 ± 5,5 ab 

Ensaio 3 
6,38 ± 0,79 a 23,5 ± 14,4 ab 

Ensaio 4 
26,81 ± 6,25 a 1,7± 2,8 c 

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferença significativa (p < 0,05). 174 

O metabolismo oxidativo de neutrófilos dos dez cães, quando analisado 175 

individualmente apresentou heterogenicidade nos diferentes ensaios (Fig.2), 176 

provavelmente devido ao método e presença de subpopulações de neutrófilos. 177 

Estudos realizados em seres humanos (Vouter et al.,1996) e cães (Webb et al., 2007), 178 

igualmente verificaram variações no metabolismo oxidativo  de neutrófilos devido à 179 

presença de subpopulações de neutrófilos, as quais respondem de diferentes maneiras 180 

à diferentes condições. 181 

A incubação com plasma homológo sadio (ensaio 3) promoveu uma maior 182 

ativação do metabolismo oxidativo de neutrófilos do que a utilização de plasma 183 

autólogo (ensaio 2). Porém, as taxas de redução do NBT nesses dois ensaios não 184 

diferiram significativamente entre si e nem em relação ao ensaio 1. A maior ativação 185 

com plasma homólogo (ensaio 3) não ocorreu em todas as amostras, sendo que 40% 186 

apresentaram valores de redução do NBT semelhantes ou menores do que o ensaio 2, 187 

que utilizou plasma autólogo (Fig. 2). Considerando o modelo experimental adotado 188 

ter sido pareado, portando com a mesma subpopulação de neutrófilos, é provável que 189 

a maior produção de superóxido observada no ensaio 3 em relação ao ensaio 2 tenha 190 
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ocorrido devido à alguma diferença na composição do plasma autólogo em relação 191 

ao homólogo. 192 

Figura 2- Variação da taxa de redução espontânea neutrofílica do NBT em dez cães 193 

hígidos submetidos a diferentes ensaios: Utilização de sangue total imediatamente 194 

após a colheita (ensaio 1); utilização sangue total incubado com plasma autólogo 195 

(ensaio 2); sangue total incubado com plasma homólogo sadio (ensaio 3) e sangue 196 

total incubado com soro homólogo urêmico (ensaio 4). 197 

 198 

 A porcentagem média de neutrófilos redutores de NBT logo após a colheita (ensaio 199 

1) foi semelhante aos valores de referência descritos por Ciarlini et al. (2004), porém 200 

inferior aos de Trevelin et al. (2008) e superior aos de Poli et al. (1973) e Emanuelli 201 

(2007). Tais discrepâncias são comuns em estudos que avaliam o metabolismo 202 

oxidativo dos neutrófilos (Cendoroglo et al., 1999; Gastaldello et al., 2000; Wann et al., 203 

2007). Reconhecidamente, os resultados obtidos pelo método de redução do NBT são 204 

principalmente influenciados pela temperatura e tempo de incubação (Sela et al., 2005), 205 

tipo e concentração do anticoagulante (Freitas et al., 2008) e estimulante (Cendoroglo et 206 

al., 1999). 207 
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 Quatro cães foram soro-positivos para Leishmania sp.  (1, 2, 3 e 8), sendo que dois 208 

deles apresentaram neutrófilos com taxa de redução de NBT elevadas (1, 3) enquanto 209 

nos outros dois a taxa foi considerada normal (Fig.2). Tais achados diferem das 210 

observações de Vuotto et al. (2000), que verificaram uma  menor produção de 211 

superóxido observada em cães infectados com L. infantum. Os cães sorologicamente 212 

positivos foram mantidos no estudo uma vez que todos possuíam neutrófilos com 213 

metabolismo oxidativo funcional e não tinham qualquer alteração clínica ou laboratorial 214 

compatível com leishmaniose.  215 

Independente das fontes de variações, a taxa neutrofílica de redução do NBT do 216 

ensaio 1, obtida logo após a colheita, demonstrou que no momento inicial do 217 

experimento todas as amostras utilizadas nos diferentes ensaios apresentavam 218 

neutrófilos com metabolismo oxidativo funcional, passíveis de serem testados quanto ao 219 

efeito inibidor da uremia. 220 

Comprovando que a manipulação das células nos diferentes ensaios não 221 

comprometeu a capacidade dos neutrófilos produzirem o superóxido, a taxa de redução 222 

do NBT do ensaio 2 não diferiu significativamente das obtidas no ensaio 1(Tab. 1).  223 

 Não ocorreu ativação ou inibição significante do metabolismo oxidativo devido a 224 

qualquer componente presente no plasma homólogo, uma vez que a taxa de redução 225 

neutrofílica do NBT após o acréscimo de plasma homólogo de cães sadios (ensaio 3) 226 

não diferiu significativamente dos ensaios (1 e 2).  227 

De modo homogêneo, 100% das amostras incubadas com soro urêmico (ensaio 4) 228 

apresentaram inibição do metabolismo oxidativo (Fig. 2), sendo a taxa de redução 229 

neutrofílica do NBT significativamente inferior (Tab.1) à dos demais ensaios,  230 

reproduzindo ex vivo em cão o efeito inibidor dos componentes urêmicos sobre o 231 

metabolismo oxidativo.  Embora seja aceito que cães com IRC tenham sua imunidade 232 

comprometida (Polzin et al., 2004), não existem relatos na literatura que forneçam 233 

evidências, como as obtidas no presente estudo, quanto ao efeito inibitório da uremia 234 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos.  Diante de tais achados obtidos ex vivo, 235 

torna-se imperativo comprovar se o efeito imunossupressor da uremia ocorre também in 236 

vivo, contribuindo, dessa maneira, para melhor esclarecer os mecanismos que 237 

promovem a imunossupressão de cães com IRC.    238 
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          Concordando com os resultados obtidos no presente estudo, pesquisas realizadas 239 

em seres humanos também demonstraram o efeito inibidor da uremia sobre o 240 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos (Lewis et al. 1988; Cendoroglo et al.,1999). 241 

Entretanto, Sela et al. (2005) verificaram a ativação do metabolismo na uremia, 242 

enquanto Chretien e Garagusi (1972) observaram uma taxa de redução neutrofílica do 243 

NBT de pacientes urêmicos (7,5%) semelhante à de pacientes sadios (7,2%). Segundo 244 

Sardenberg et al.(2006), os resultados conflitantes sobre o efeito da uremia sob a 245 

produção de superóxido não se restringe aos diferentes estimulantes utilizados para 246 

ativar o metabolismo dos neutrófilos, mas a vários fatores como meio de cultivo, 247 

concentração de plasma autólogo, técnicas de isolamento e métodos analíticos.  248 

          Cendoroglo et al. (1999) realizaram um estudo ex vivo similar e verificaram 249 

igualmente uma menor produção de superóxido em neutrófilos humanos isolados e 250 

incubados com plasma homólogo urêmico. Sendo amplamente aceito que o aumento do 251 

metabolismo oxidativo acelera a apoptose celular (Whyte et al., 1988). Cendoroglo et al. 252 

(1999) hipotetizaram que in vivo, num primeiro momento, a uremia promove um 253 

aumento do metabolimo oxidativo neutrofílico que induz a apoptose celular e essa por 254 

sua vez compromete o funcionamento dos neutrófilos.  255 

        Portanto, o protocolo utilizado no presente estudo reproduziu ex vivo o efeito da 256 

uremia sobre o metabolismo oxidativo de neutrófilos humanos, sugerindo que in vivo o 257 

mesmo possa ocorrer em cães com insuficiência renal e, dessa maneira, comprometer a 258 

imunidade inata, favorecendo a instalação e morte por infecções bacterianas. Diante de 259 

tais indícios ex vivo, torna-se necessário realizar outras investigações para averiguar se a 260 

uremia in vivo também promove a inibição do metabolismo oxidativo ou outras 261 

disfunções dos neutrófilos em cães.  Outrossim, a complementação do presente estudo 262 

poderá confirmar a potencial utilização do cão como modelo para estudos comparativos 263 

sobre as disfunções neutrofilicas associadas à uremia. 264 

  265 

CONCLUSÃO 266 

 Concluiu-se que ex vivo o soro de cães urêmicos compromete a produção de 267 

superóxido dos neutrófilos de cães hígidos, similarmente a inibição do metabolismo 268 

oxidativo que ocorre em pacientes humanos portadores de insuficiência renal crônica.  269 
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Efeito do soro de cães portadores de insuficiência renal sobre 
a apoptose e o metabolismo oxidativo dos polimorfon ucleares 3 

 
Effect of serum from dogs with renal failure on apo ptosis 

and oxidative metabolism of polymorphonuclears 
 

Barbosa T. S. 4; Soeiro C. S. 2; Silva A. C. R. A. 5; Mori C. K. 6 ; Ciarlini P. 
C. 7 * 

 

 
ABSTRACT.- Barbosa T.S., Soeiro C.S., Silva A.C.R.A., Mori C.K. & Ciarlini 
P.C [Effect in vitro of serum from dogs with renal failure on apoptosis  and 
oxidative metabolism of neutrophils]  Efeito in vitro do soro de cães 
portadores de insuficiência renal sobre a apoptose e o metabolismo oxidativo 
dos neutrófilos. 
In recent years the uremic toxins have been investigated about its importance 
as an immunosuppressant in nephropathy’s human patients. The aim of this 
study was to test the hypothesis that there are relation between apoptosis and 
superoxide production. PMN from ten dogs was incubated with uremic and non-
uremic homologous serum and autologus, and quantified the superoxide 
production and apoptosis.  It was concluded that the presence of components of 
uremic serum parcial inhibits the oxidative metabolism in dogs and no 
correlated with apoptosis 
  
Index terms: Dogs, PMN, programmed cell death, superoxide. 
 
RESUMO 
Nos últimos anos, as toxinas urêmicas têm sido amplamente investigada como 
elemento imunossupressor nos pacientes humanos nefropatas.  Este trabalho 
teve como objetivo testar a hipótese de que existe relação entre a taxa de 
apoptose e a produção de superóxido dos PMN de cães tratados com soro 
urêmico. Foram isolados os PMN de 10 cães sadios e incubados com soro 
autólogo, homólogo sadio e homólogo urêmico, em seguida foram avaliados 
quanto ao superóxido gerado e a taxa apoptótica. Foi verificado um efeito 
parcial de inibição do metabolismo oxidativo na uremia sem correlação com a 
aceleração da apoptose dos PMN de cães.  
 
Termos de indexação: Caninos, morte celular programada, PMN, supéroxido. 

                                                 
3 Normalização segundo a Revista Pesquisa Veterinária Brasileira (Anexo B) 
4 Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal, UNESP – Araçatuba. Bolsista CAPES. 
5 Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal, UNESP – Araçatuba. 
6 Curso de Medicina Veterinária, UNESP – Araçatuba. 
7 Departamento de Clínica, Cirurgia e Reprodução Animal do Curso de Medicina Veterinária de Araçatuba, FOA, 
UNESP, Rua Clóvis Pestana, 793, 16050-680, Araçatuba, SP, Brasil, e-mail: ciarlini@fmva.unesp.br.*Autor para 
correspondência. 
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INTRODUÇÃO 
 
 A primeira linha de defesa do organismo contra infecções, constituída 
dentre outros elementos por polimorfonucleares (PMN), fica comprometida em 
pacientes humanos com uremia acarretando muitas mortes por infeções 
(Sarnak & Jaber 2000). O metabolismo oxidativo dos PMN gera superóxido e 
derivados que atuam beneficamente como bactericidas, mas também promove 
danos oxidativos que comprometem a função leucocitária e induz a apoptose 
(Kannan & Jain 2000).  

Os mecanismos relacionados às disfunções dos PMN em pacientes 
humanos urêmicos não estão totalmente esclarecidos (Sardenberg et al. 
2006), havendo evidências que esteja associada com a aceleração da 
apoptose (Cendoroglo et al. 1999). Estudos sobre o metabolismo oxidativo dos 
PMN de pacientes urêmicos são contraditórios, tendo sido observado 
normalidade (Paul et al. 1991; Gastaldello et al. 2000; Anding et al. 2003), 
aumento (Ward & Mcleish 1995; Mcleish et al. 1996; Sela et al. 2005) e 
diminuição (Lewis et al. 1988; Cendoroglo et al. 1999) da produção do 
superóxido e derivados.  
 Há evidências de que o excesso de radicais de oxigênio produzidos pelo 
metabolismo oxidativo acelera a apoptose (Jaber et al. 2001), assim evidencia-
se que células em apoptose possuem seu funcionamento comprometido, 
inclusive com diminuição da sua capacidade de produção de superóxido 
(Whyte et al. 1993). 
 A insuficiência renal crônica (IRC), dentre outras causas urêmicas, é 
uma nefropatia comum na espécie canina. Os danos do estresse oxidativo 
sobre os eritrócitos foram verificados em cães com IRC (Lustoza 2005), porém 
não há nesta espécie estudos sobre o efeito da uremia no funcionamento dos 
PMN. Recentemente, constataram que o plasma de cães sadios enriquecido 
com uréia comercial promove a aceleração da apoptose dos neutrófilos de 
cães sadios e que este efeito é dependente do tempo (Trinconi et al. 2008).  
 O presente trabalho tem como objetivo testar a hipótese de que há 
relação entre a taxa de apoptose e produção de superóxido dos PMN tratados 
com soro urêmico de cães. 
 
MATERIAL E MÉTODOS  
Seleção dos animais 

Para constituição dos grupos experimentais, cães adultos, de várias 
raças machos ou fêmeas, foram submetidos a exame físico geral segundo 
Feitosa (2008), e a laboratoriais (hemograma completo e quantificação sérica 
de ácido úrico, albumina, colesterol, creatinina, frutosamina, glicose e uréia). 
Foi utilizado como critério de exclusão de cães o histórico de tratamento 
recente com antibióticos e anti-inflamatórios que poderiam interferir no 
metabolismo oxidativo dos PMN. De acordo com os resultados obtidos para as 
características clínico-laboratoriais, acima referidos os animais foram 
agrupados em: 
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Grupo Controle (GC):  Onze cães sem evidências de alterações clínicas 
e laboratoriais, dos quais dez destinados à realização dos ensaios e um 
utilizado como fonte de homólogo sadio. 

Grupo Urêmico (GU):  Dez cães insuficientes renais urêmicos, 
conforme critérios laboratoriais de Kerr (2003) e clínicos de DiBartola (2004), 
todos sem insuficiência cardíaca, ruptura vesical e obstrução pós-renal.  

 
Colheita e acondicionamento das amostras 

De ambos os grupos, utilizando-se agulhas hipodérmicas descartáveis 25 x 
8 mm, colheu-se sangue total em tubos heparinizados à vácuo8 para a 
avaliação do metabolismo oxidativo e determinação do índice apoptótico. Para 
a realização do hemograma, parte do sangue total foi acondicionado em tubos 
com K2 -EDTA9 e outra parte para obtenção de soro foi acondicionado tubos 
sem anticoagulante10. O soro obtido foi acondicionado a –20oC e as amostras 
sanguíneas mantidas refrigeradas até o momento do processamento 
laboratorial. 

 
Isolamento, purificação e viabilidade dos PMN 

Os PMN foram isolados imediatamente após a colheita, conforme 
metodologia descrita por Hirayama et al. (2000), com pequenas modificações a 
fim de evitar a lise eritróide e prevenir ativação artificial dos PMN. 
Resumidamente, quatro mililitros de sangue total heparinizado (100 UI/mL) 
foram transferidos para tubos cônicos de polipropileno estéries contendo parte 
iguais de Histopaque-111911 e 107712, totalizando seis mililitros de duplo 
gradiente de separação. Após centrifugação a 340 x g por 30 minutos, a 
camada de PMN foi aspirada com ponteiras siliconizada, lavada duas vezes 
com tampão de lise (cloreto de amônia 0,8%) e uma vez com HBSS13. Após o 
descarte do sobrenadante, as células foram diluídas em meio RPMI14 para 
obter concentração de PMN final de 2 x 106 mL, com pureza e viabilidade 
mínima de 95%. Conforme recomendações de Metcalf et al. (1986), o grau de 
viabilidade dos PMN foi determinado pelo método de exclusão do azul tripan, a 
concentração em câmara de Neubauer e o grau de pureza estimada a partir da 
contagem diferencial de 100 células das amostras citocentrifugadas e coradas. 

 
Delineamento experimental 
 Em partes iguais, uma suspensão de PMN (2x106 mL) em meio RPMI de 
cada um dos 10 cães do GC foi incubado por 20 minutos a 37oC com soro 
autólogo (ensaio 1), com soro homólogo de cão sadio (ensaio 2) e com soros 
de cães urêmicos (ensaio 3). A concentração final de uréia dos ensaios 1, 2 e 3 

                                                 
8 Vacutainer plus plastic Heparin, Cod. 367993, Becton-Dickson, New Jersey, USA. 
9 Vacutainer plus plastic K2 EDTA, Cod. 367842, Becton-Dickson, New Jersey, USA. 
10 Vacutainer plus plastic No Additive, Cod. 8009659, Becton-Dickson, New Jersey, USA 
11 Histopaque®-1119, Cod. 1119-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. 
12 Histopaque®-1077, Cod. 1077-1, Sigma-Aldrich. St. Louis, USA 
13 Hanks balanced salt solution (HBSS) modified, Cod. H 9394, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. 
14 Medium RPMI 1640, Cat. R0883, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA. 
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variaram de 3,17 a 8,35 mmmol/L, 4,5 a 7,18 mmmol/L e de 37,3 a 86,6 
mmmol/L, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados 
simultaneamente e imediatamente após o isolamento. Após a incubação, todas 
amostras foram submetidas ao teste de redução do NBT, sendo a taxa de PMN 
redutores e o índice apoptótico calculada para cada reação.  

Os ensaios 1, 2 e 3 foram repetidos para estimar a taxa de apoptose após 
quatro horas de incubação, com e sem estímulo apoptótico (0,3 µmol CAM15  / 
1 x 106 PMN).  
 
Análises laboratoriais 
 Os valores do hemograma foram obtidos utilizando-se contador eletrônico 
de células sanguíneas16 previamente calibrados conforme recomendações do 
fabricante. A contagem diferencial dos leucócitos foi obtida pela análise 
microscópica de esfregaços corados com Panótico17. A determinação do 
volume globular foi realizada pelo método de micro-hematócrito (Thrall et al. 
2007). Todas as análises bioquímicas foram realizadas em um analisador 
bioquímico automatizado18, previamente ajustado com calibrador comercial19 e 
controles nível I20 e II21. Utilizando-se reagentes comerciais e temperatura de 
370C, a concentração plasmática de uréia foi determinada pelo método 
enzimático UV (urease/ glutamato desidrogenase)22; a creatinina pelo método 
cinético (picrato alcalino)23; a albumina pelo método de verde de bromocresol24, 
o ácido úrico pelo método colorimétrico enzimático (uricase/peroxidase)25; o 
colesterol pelo método enzimático oxidase/peroxidase26, a glicose pelo método 
enzimático (glicose oxidase/Peroxidase)27 e a frutosamina pelo método 
colorimétrico de redução do NBT28. 
 
Avaliação do metabolismo oxidativo dos PMN 

A produção de superóxido dos PMN isolados foi determinada 
indiretamente pelo método citoquímico de redução espontânea NBT29. 
Resumidamente, 50 µL de solução aquosa a 2% de NBT foram acrescidos a 
100 µL da suspensão de PMN de cada ensaio e com auxílio de um mixer 
termomicroprocessado30 foram incubados a 37oC sob agitação (600 rpm/60 
                                                 
15 Camptothecin, Cat. C9911, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
16 Contador eletrônico hematológico veterinário, Mod. CC-530, CELM, São Paulo-SP. 
17 Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR. 
18 Analisador automático BTS, mod. 370 plus, BioSystems, Barcelona, Spain.. 
19 Calibrator serum, Cód.18011, BioSystems, Barcelona, Spain. 
20 Assayed control serum level I, Cód. 18005, BioSystems, Barcelona, Spain. 
21 Assayed control serum level II, Cód. 18007, BioSystems, Barcelona, Spain. 
22 Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona, Spain. 
23 Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona, Spain. 
24 Albumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona,Spain. 
25 Uric acid, Cod.11802, BioSystems, Barcelona, Spain. 
26 Cholesterol, Cód.11505, BioSystems, Barcelona, Spain. 
27 Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona, Spain. 
28 Fructosamina, Cod. 11046, BioSystems, Barcelona, Spain. 
29 Nitroblue tetrazolium, Cat. N6876, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. 
30 Thermomixer comfort 5355, Eppendorf AG, Hamburg, Germany 
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segundos a cada cinco minutos). Após o final da incubação todas as amostras 
foram citocentrifugadas por cinco minutos a 400 x g e posteriormente coradas 
com reagente hematológico comercial. A porcentagem de células produtoras 
de superóxido foi estimada a partir da contagem de 100 neutrófilos, sendo 
consideradas positivas apenas as redutoras de NBT, ou seja, aquelas com 
grânulo intracitoplasmático de cor azul enegrecida típica de formazan, 
independente do tamanho. 

 
Avaliação do índice apoptótico dos PMN 

Conforme os protocolos de citocentrifugação e coloração supracitados, 
imediadamente após a incubação, o índice apoptótico de PMN foi calculado a 
partir da análise morfométrica de 100 células, utilizando-se microscopia óptica 
(aumento de 1.000X), conforme recomendações e critérios de Campos et al. 
(2004) e Batista et al. (2005). Resumidamente, foram consideradas apoptóticas 
células que apresentaram pelo menos três das seguintes características 
morfológicas peculiares do processo: condensação do citoplasma (intensa 
coloração citoplasmática), condensação nuclear (compactação da cromatina 
nuclear em massas densas e uniformes, alinhadas no lado interno da 
membrana nuclear), fragmentação nuclear (convolução e fragmentação da 
membrana nuclear sem cariorrexe ou ruptura), fragmentação celular (formação 
de corpos apoptóticos). Os corpos apoptóticos em grande número e próximos 
uns dos outros foram quantificados como o resultado de uma única célula em 
apoptose. A fim de não incluir corpos apoptóticos de linfócitos na avaliação em 
questão, levou-se em consideração as informações descritas por Nagami e 
colaboradores (2002), em que corpos apoptóticos de linfócitos apresentam 
citoplasma basofílico (coloração azulada), menor tamanho, fragmentos 
nucleares mais irregulares do que os PMN.  

 
Análise Estatística  
 Após análise das distribuições das variáveis quanto à normalidade (teste 
Kolmorogov-Smirnov) e homogeneidade de variâncias (Teste Bartlett), 
conforme preconizado por Zar (1984), utilizou-se o teste de Friedman para 
comparar os grupos, seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. 
De acordo com o padrão de normalidade, calculou-se o coeficiente de 
correlação de Pearson ou de Spearman entre os grupos. As análises 
estatísticas foram efetuadas empregando-se o programa computacional SAS31.  
 
RESULTADOS, DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 Os valores do perfil bioquímico, das contagens globais de hemácias e 
leucócitos dos 10 cães do GC (Quadro 1) ficaram dentro dos limites de 
normalidade referidas por Kerr (2003), confirmando a boa condição de saúde 
sugerida pelo exame clínico geral.  
 Todas as amostras incubadas com soro autólogo (ensaio 1) reduziram o 
NBT (Quadro 2), comprovando que os PMN obtidos de suspensões isoladas e 

                                                 
31 SAS/STA Software, Statistical Analysis System Institute, 1997, USA. 
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utilizadas nos três ensaios exibiram metabolismo oxidativo funcional. A taxa de 
redução neutrófilica do NBT foi inferior aos de Trevelin et al. (2008) e superior 
aos de Poli et al. (1973), Ciarlini et al. (2004) e Emanuelli (2007). Em estudos 
sobre o metabolismo oxidativo do PMN é comum a divergência entre autores 
sobre a taxa de produção de superóxido (Ward & Mc Leish 1995; Cendoroglo 
et al. 1999). Acredita-se que tais divergências devem-se às diferenças quanto 
aos métodos analíticos empregados, assim como dos procedimentos de 
isolamento celular (Sardenberg et al., 2006), tempo e temperatura de 
incubação das amostras (Sela et al. 2005), além do tipo e concentração do 
anticoagulante utilizado (Freitas et al. 2008). 
 A adição do soro homólogo sadio às células isoladas não comprometeu a 
capacidade dos PMN produzirem superóxido, indicando que possíveis 
diferenças antigênicas existentes não afetou o metabolismo oxidativo  (Quadro 
2). 

Houve discreta diminuição da taxa de redução neutrofílica do NBT após o 
acréscimo do soro homólogo urêmico (ensaio 3) em relação aos demais 
ensaios. Embora o valor mediano da taxa de redução do NBT das amostras 
incubadas com soro urêmico tenha sido 37,5 e 56,5% inferior aos do ensaio 1 e 
2, respectivamente, tais diferenças não foram significativas (Quadro 2). 
Utilizando protocolo similar em cão, porém com sangue total, Barbosa e 
colaboradores (2009), diferentemente, evidenciaram uma marcante inibição do 
metabolismo oxidativo dos PMN incubados com soro urêmico. Segundo Sela et 
al. (2005), por não haver manipulação das amostras, ensaio com sangue total 
representa melhor as condições in vivo, pois as células não são afetadas pela 
separação, nem por longas incubações. É provável que o efeito inibidor da 
uremia sobre a produção de superóxido, neste caso, tenha sido parcial devido 
ao fato dos PMN isolados terem sido incubados com soro urêmico por apenas 
20 minutos, enquanto que no estudo de Barbosa et al. (2009) o sangue total foi 
incubado por duas horas. Colaborando com essa hipótese, Sela et al. (2005) 
verificaram que a produção de superóxido é dependente da temperatura e 
tempo de incubação das amostras. Considerando que a ação inibidora da 
uremia sobre o metabolismo oxidativo seja também dependente do tempo, o 
protocolo adotado não permitiu evidenciar tal efeito. Resultados do ensaio 
piloto revelaram que os PMN isolados e incubados com NBT sofriam muita lise 
a partir de uma hora. É possível também que o processo de isolamento 
adotado tenha ativado o metabolismo oxidativo dos PMN de modo a aumentar 
a produção de superóxido antes da incubação com soro urêmico, mascarando 
o efeito inibidor das toxinas, conforme observado em estudo similar realizado 
em humanos (Cendoroglo et al. 1999). A inibição da produção de superóxido 
em PMN humanos isolados apenas ocorreu após 24 horas de incubação com 
soro urêmico (Cendoroglo et al. 1999).  

Os índices apoptóticos calculados durante as reações de redução do 
NBT, dos três ensaios, variaram em torno de 10%, não diferindo entre si, 
(Quadro 2). Tais resultados divergem de estudos que verificaram significante 
aceleração da apoptose dos PMN em pacientes urêmicos (Majewska et al. 
2003,  Sela et al. 2005, Sardenberg et al. 2006) e em células sadias incubadas 
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com soro urêmico (Cendoroglo et al. 1999). Trinconi et al. (2008), utilizando 
protocolo semelhante ao do presente estudo, porém com sangue total, 
constatou-se que o plasma enriquecido com uréia comercial promove 
aceleração da apoptose dos neutrófilos de cães sadios e que este efeito é 
dependente do tempo. É possível que o pequeno tempo de incubação adotado 
no ensaio de redução do NBT não tenha permitido evidenciar o efeito 
apoptótico do soro urêmico descrito em outros estudos. Ao se avaliar a 
apoptose dos PMN isolados, sem a presença do NBT (Quadro 3), foi 
confirmado que o índice apoptótico sofre efeito do tempo de incubação, no 
entanto, não foi possível observar, após 4 horas de incubação, qualquer 
aceleração da apoptose no grupo tratado com soro urêmico. Há de se 
considerar que Cendoroglo et al. (1999) avaliaram a apoptose incubando 24 
horas o isolado de PMN com soro urêmico, portanto, um tempo bem superior 
aos dos ensaios do presente estudo. É possível também que as toxinas 
presentes nos soros urêmicos utilizados no ensaio 3 tenham sofrido diluição ao 
serem acrescidas à suspensão de PMN na proporção de 1:1, contribuindo para 
o mascaramento do efeito de aceleração da apoptose  e inibição da produção 
de superóxido já descritos em humanos portadores de IRC (Cendoroglo et al. 
1999).  

Na presença do CAM os índices apoptóticos foram significativamente 
superiores nos três ensaios (Quadro 3), comprovando o efeito indutor de 
apoptose dessa droga sobre o PMN de cães descrito por NAGAMI et al (2002). 
Esse efeito indutor de apoptose do CAM já havia sido descrito em estudos 
realizados com linfócitos humanos (Dolzhanskiy & Basch 1995), porém não em 
PMN. Segundo Ondrousková et al. (2008), o mecanismo que o CAM induz 
apoptose celular é lisossomo dependente e ocorre devido a geração de 
radicais livres que inibem a topoisomerase 1 do DNA, causando o dano 
nuclear.  
 Não foi verificada correlação significante entre o índice apoptótico e a 
capacidade dos PMN reduzirem o NBT (Quadro 2). Este resultado diverge de 
estudo feito em humanos (Sela et al. 2005), porém coincide com as 
observações de Cendoroglo et al. (1999) que não constataram correlação 
entre a apoptose e a produção de superóxido de PMN humano ativado com 
PMA. No presente estudo a metade das amostras incubadas com soro urêmico 
apresentaram decréscimo na produção de superóxido e a totalidade destes 
teve aumento do índice apoptótico, resultados que sutentam a afirmação de 
Whyte et al. (1993) de que células em apoptose tem seu funcionamento 
comprometido, inclusive diminuindo sua capacidade de produção de 
superóxido. Diferentemente, dentre as amostras incubadas com soro urêmico 
que apresentaram aumento do metabolismo oxidativo, apenas metade 
apresentaram aceleração da apoptose. Estes resultados colaboram também 
com a hipótese de Cendoroglo et al. (1999) de que na fase inicial da uremia 
ocorra um aumento do metabolismo oxidativo dos PMN, de modo que as 
substâncias oxidantes produzidas se acumulam e causam, apenas numa fase 
mais tardia, dano celular que induz a aceleração da apoptose e conseqüente 
diminuição da produção de superóxido. Majewska et al. (2003) sugeriram que 
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a aceleração da apoptose dos neutrófilos é devida ao aumento da proteína de 
expressão Fas promovida pela uremia.  

Portanto, foi possível obter evidências de que as toxinas urêmica de cães 
também promovam uma ativação inicial do metabolismo oxidativo dos PMN 
que posteriormente induz a aceleração da apoptose e conseqüente diminuição 
da produção de superóxido. Conclui-se que a não correlação entre a produção 
de superóxido e o índice apoptótico in vitro sofre influencia da diferença 
temporal quanto ao efeito das toxinas urêmicas sobre o metabolismo oxidativo 
e a apoptose dos PMN de cães. 
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Quadro 1- Valores medianos (média ± desvio padrão) da contagem total de 
hemácias e leucócitos e as determinações bioquímicas realizadas dos dez cães 
hígidos submetido aos ensaios.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 2- Valores medianos (média ± desvio padrão) das porcentagens (%) da 
taxa neutrofílica de redução espontânea do NBT e do índice apoptótico de dez cães 
hígidos submetido a diferentes ensaios e coeficiente de correlação entre a 
porcentage de NBT e apoptose: Utilização dos neutrófilos isolados e incubados com 
plasma autólogo (ensaio 1); neutrófilos isolados e incubados com plasma homólogo 
sadio (ensaio 2) e neutrófilos isolados e incubados com soro homólogo urêmico 
(ensaio 3). 
 

Amostra % redução NBT % apoptose sem 
CAM 

Coeficiente de 
correlação NBT x 

Apoptose 

Ensaio 1 
16a 

(17,3 ± 10,03) 
10b 

(11,1 ± 5,56) 
r =0,2441 (p=0,4968) 

Ensaio 2 
23a 

(20,8 ± 11,07) 
10b 

(11,0 ± 7,16) 
r = -0,2395 (p=0,5052) 

Ensaio 3 
10a 

(20,95 ± 16,2) 
12b 

(20,8 ± 21,92) 
r = - 0,0518 (p=0,8916) 

 Média ±±±± Desvio Padrão  

Hemácias (x106/µL ) 6,20 ± 0,75 

Leucócitos ( x103/µL  ) 8,28 ± 3,36 

Àcido Úrico (mmol/L ) 0,70 ± 0,24 
 

Albumina (g/L ) 24,55 ± 3,08 
 

Colesterol (mmol/L ) 5,3 ± 2,24 
 

Creatinina (µmol/L ) 79,56 ± 15,02 
 

Frutosamina (mmol/L ) 1,29 ± 0,39 

Glicose (mmol/L ) 4,44 ± 1,19 

Uréia (mmol/L ) 5,73 ± 1,41 

Proteína Plasmática Total ( g/L) 69,6 ± 12,2 
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Quadro 3- Valores medianos (média ± desvio padrão) das porcentagens (%) do 
índice apoptótico não estimulado e com CAM, com 4 horas de incubação, de dez 
cães hígidos submetido a diferentes ensaios: Utilização dos neutrófilos isolados e 
incubados com plasma autólogo (ensaio 1); neutrófilos isolados e incubados com 
plasma homólogo sadio (ensaio 2) e neutrófilos isolados e incubados com soro 
homólogo urêmico (ensaio 3). 
 

Amostra % apoptose sem CAM  % apoptose com CAM 
Ensaio 1 36Aa* 

(37,2 ± 18,1) 
49Ba 

          (48,6 ± 18,7) 
Ensaio 2 44,5Aa 

(39 ± 19,7) 
57,5Ba 

(57,4 ± 22,1) 
Ensaio 3 31,5Aa 

(32 ± 12,1) 
42Ba 

(48,8 ± 19,6) 
* Letras maiúsculas não coincidentes na mesma linha indica diferença significante (p<0,05). 
 Letras minúsculas não coincidentes na mesma coluna indica diferença significante (p<0,05). 
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Anexo A 
 

 ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 
 (Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences) 

 
 O periódico Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. é editado pela Fundação de Estudo 
e Pesquisa em Medicina Veterinária e Zootecnia/FEPMVZ-Editora, CNPJ: 
16.629.388/0001-24, e destina-se à publicação de trabalhos científicos sobre 
temas de medicina veterinária, zootecnia, tecnologia e inspeção de produtos de 
origem animal e áreas afins relacionadas com a produção animal. Os trabalhos 
encaminhados para publicação são submetidos à aprovação do Corpo 
Editorial, com assessoria de especialistas da área (relatores). A lista de 

 especialistas que colaboraram em cada volume é publicada no último fascículo 
do ano. Os trabalhos cujos textos necessitarem de revisões ou correções que 
não puderem ser feitas pelos editores serão devolvidos aos autores. Os aceitos 
para publicação tornam-se propriedade do Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os 
autores são responsáveis pelos conceitos e informações neles contidos. São 
imprescindíveis originalidade, ineditismo e destinação exclusiva à Revista.Os 
trabalhos para publicação deverão ser encaminhados ao FEP MVZ Editora 
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia Caixa Postal 567, 
30123-970 - Belo Horizonte, MG Telefone: 0055 21 31 3409 2041 Telefax: 
0055 21 31 3409 2042 e-mail: revista@vet.ufmg.br 
 NORMAS GERAIS 
 APRESENTAÇÃO DE TRABALHOS: Os trabalhos e ilustrações deverão ser 
apresentados em CD-ROM juntamente com uma via impressa em uma só face, 
espaço entre linhas 1,5,fonte Times New Roman tamanho 12 e 3cm de 
margens, com páginas e linhas numeradas (numeração contínua), não 
 excedendo a 15. 
TRABALHOS APÓS MODIFICAÇÕES: A versão após as modificações 
sugeridas deverá ser apresentada em CD-ROM identificado pelo número de 
registro do trabalho, em editor de texto compatível com o “Word for Windows”, 
sem formatação do texto, juntamente com uma cópia impressa com páginas e 
 linhas numeradas (numeração contínua). Os trabalhos devem ser redigidos em 
português ou inglês, na forma impessoal. Para ortografia em inglês recomenda-
se o Webster’s Third New International Dictionary. Para ortografia em 
português adota-se o Vocabulário Ortográfico da Língua Portuguesa, da 
Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos submetidos em inglês deverão 
conter resumo em português evice-versa. Citações no texto deverão ser feitas 
de acordo com ABNT58NBR – 10520 de 2002. A indicação da fonte entre 
parênteses sucede à citação para evitar interrupção na seqüência do texto. 
Quando os nomes dos autores forem parte integrante do texto menciona-se a 
data da publicação citada entre parênteses, logo após o nome do autor, 
conforme exemplos: 
 a) autoria única: (Silva, 1971) ou Silva (1971) ; (Anuário...,1987-88) ou 
Anuário... (1987-88) b) dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e 
Moreno(1974) c) mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson 
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 et al. (1979) d) mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva (1971); 
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), 
sempre em ordem cronológica ascendente. Citação de citação (Adaptação da 
ABNT-NBR 10520 feita pela FEPMVZ-Editora). Todo esforço deve ser 
empreendido para se consultar o documento original. Entretanto, nem sempre 
é possível. Nesse caso, pode-se reproduzir informação já citada por outros 
autores. Pode-se adotar o seguinte procedimento: • no texto , citar o 
sobrenome do autor do documento não consultado com o ano de publicação, 
seguido da expressão citado por e o sobrenome do autor do 
 documento consultado; • na listagem de referência deve-se incluir a 
referência completa da fonte citada e outra referência da fonte consultada (citar 
as 2 referências em separado) não usar o apud como manda a NBR 10520. 
(Adaptação FEPMVZ89Editora). 
 Comunicação pessoal (ABNT-NBR 10520). Não fazem parte da lista de 
referências, sendo colocadas apenas em nota de rodapé. Coloca-se o 
sobrenome do autor seguido da expressão “comunicação pessoal”, a data da 
comunicação, nome, estado e país da Instituição ao qual o autor é vinculado. 
Documento eletrônico (ABNT – NBR 6023).Faz parte da lista de referências 
bibliográficas onde se deve colocar o endereço eletrônico e a data de acesso. 
TIPOS DE TRABALHOS ACEITOS PARA PUBLICAÇÃO 
Artigo Científico. É o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se 
na premissa de que os resultados são posteriores ao planejamento da 
pesquisa. Elementos do corpo do texto: Introdução, Material e Métodos, 
Resultados e Discussão e Conclusões. 
Relato de Caso. Contempla principalmente as áreas médicas, em que o 
resultado é anterior ao interesse de sua divulgação ou a ocorrência dos 
resultados não é planejada. Elementos do corpo do texto: Introdução, 
Casuística, Discussão e Conclusões (quando pertinentes). 
Comunicação. É o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho 
experimental, dignos de publicação, embora insuficientes ou inconsistentes 
para constituírem um artigo científico. Levantamentos de dados (ocorrência, 
diagnósticos, etc.) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com no 
máximo oito páginas impressas, sem distinção dos elementos do corpo do 
texto especificados para “Artigo Científico”, embora seguindo aquela ordem. 
Quando a comunicação for redigida em português deve conter um “Abstract” e 
quando redigida em inglês deve conter um “Resumo”. 
CARACTERÍSTICAS DOS ELEMENTOS  DE UM TRABALHO 
TÍTULO. Em português e em inglês e vice-versa. Evitar termos não 
significativos como estudo, exame, análise etc. Deve ser o resumo do resumo e 
não ultrapassar 100 dígitos. 
AUTORES. Os nomes dos autores virão abaixo do título, com identificação da 
instituição a que pertencem. Deve estar indicado o autor para correspondência 
com endereço completo, telefone, fax e e-mail. 
 RESUMO e ABSTRACT devem conter no máximo 200 palavras em um só 
parágrafo. Não repetir o título. Cada frase é uma informação. Atenção especial 
às conclusões. 
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PALAVRAS -CHAVE e KEYWORDS . No máximo cinco. 
INTRODUÇÃO. Explanação concisa, na qual são estabelecidos brevemente o 
problema, sua pertinência, relevância e os objetivos do trabalho. 
MATERIAL E MÉTODOS . Técnicas e procedimentos de rotina devem ser 
apenas referenciados. Não se aceitam subtítulos. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO . Os resultados poderão ser apresentados 
como um elemento do texto ou juntamente com a discussão, em texto corrido 
ou mediante ilustrações. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. 
Comparações, quando pertinentes, devem ser feitas de forma que o leitor 
chegue as suas próprias conclusões. 
 Ilustrações são tabelas e figuras. Toda ilustração que já tenha sido publicada 
deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data) de onde foi 
extraída. A referência bibliográfica completa relativa à fonte da ilustração deve 
figurar na lista bibliográfica final. As despesas de impressão de ilustrações 
coloridas correrão por conta dos autores. 
Tabela . O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos ordenados em 
linhas e colunas. Serão construídas apenas com linhas horizontais de 
separação no cabeçalho e ao final da tabela. A legenda recebe inicialmente a 
palavra Tabela, seguida pelo número de ordem em algarismo arábico e é 
referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a várias tabelas. 
Figura . O termo refere-se a qualquer ilustração constituída ou que apresente 
linhas e pontos: desenho, fotografia, gráfico, fluxograma, esquema etc. Os 
desenhos, gráficos etc. devem ser feitos com tinta preta, bem nítidos. As 
fotografias, no tamanho de 10 × 15cm, devem ser bem nítidas e de bom 
contraste, ambos indicando no verso a orientação para impressão, nome do 
autor e a qual figura se refere. As legendas recebem inicialmente a palavra 
Figura, seguida do número de ordem em algarismo arábico e é referida no 
texto como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura. Chama-se a atenção 
para as proporções entre letras, números e dimensões totais da figura: caso 
haja necessidade de redução, esses elementos também serão reduzidos e 
podem ficar ilegíveis. Assim, é bom que o tamanho dos desenhos 
apresentados pelos autores se aproxime do tamanho final impresso. Além de 
impressas, quando pertinente, devem ser enviadas em arquivo separado, 
extensão.jpg. 
 CONCLUSÕES. As conclusões podem estar inseridas na discussão. Neste 
caso este item não é necessário. As conclusões não devem ser repetição dos 
resultados. Lembrar que nem sempre são necessárias. 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS . Relacionam-se, em ordem alfabética, as 
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Anexo B 
 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 
 

Os trabalhos para submissão, podem ser enviados pelo correio, em uma via 
impressa, com arquivos em disquete ou CD (de preferência na versão mais 
recente do Word), ao Dr. Jürgen Döbereiner, Revista PESQUISA 
VETERINÁRIA BRASILEIRA, Embrapa-CNPAB/PSA, 23890-000 Seropédica, 
Rio de Janeiro, ou por via eletrônica, através do e-mail pvb@pvb.com.br. 
Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda não publicados e não 
considerados para publicação em outra revista. NOTE: Para abreviar sua 
tramitação e aceitação, os trabalhos sempre devem ser submetidos conforme 
as normas de apresentação da revista. Os originais submetidos fora das 
normas de apresentação, serão devolvidos aos autores para a devida 
adequação.Apesar de não serem aceitas comunicações (Short 
communications) sob forma de “Notas Científicas”, não há limite mínimo do 
número de páginas do trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores 
suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no estudo. 
Embora sejam de responsabilidade dos autores as opiniões e conceitos 
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assistência da Assessoria 
Científica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificações 
aconselháveis ou necessárias. Os trabalhos submetidos são aceitos através da 
aprovação pelos pares (peer review). 
1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possível, em TÍTULO, 
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUÇÃO, MATERIAL E MÉTODOS, 
RESULTADOS, DISCUSSÃO, CONCLUSÕES (ou combinações destes três 
últimos), AGRADECIMENTOS e REFERÊNCIAS: 
a) o Título do artigo deve ser conciso e indicar o conteúdo do trabalho; 
b) O(s) autor(es) deve(m) adotar um “nome de guerra” (não necessariamente 
o nome de batismo completo), para sua identificação científica: 
Paulo Fernando de Vargas Peixoto, usa Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V., 
Franklin Riet-Correa Amaral, usa Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F., 
Claudio Severo Lombardo de Barros, usa Claudio S.L. Barros ou Barros C.S.L.; 
c) o Abstract deverá ser apresentado com os elementos constituintes do 
Resumo em português, podendo ser mais extenso. Ambos devem ser seguidos 
de “Index Terms” ou “Termos de Indexação”, respectivamente; 
d) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e 
estudado, dando os mais importantes resultados e conclusões. Nos trabalhos 
em inglês, o título em português do trabalho, deve constar em negrito e entre 
colchetes, logo após a palavra RESUMO; 
e) a Introdução deve ser breve, com citação bibliográfica específica sem que a 
mesma assuma importância principal, e finalizar com a indicação do objetivo do 
trabalho; 
f) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a 
repetição do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentação com 
animais, devem constar a aprovação do projeto pela Comissão de Ética local; 
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g) em Resultados deve ser feita a apresentação concisa dos dados obtidos; 
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre 
que indicado, médias de várias repetições. É conveniente, às vezes, expressar 
dados complexos por gráficos (Figuras), ao invés de apresentá-los em quadros 
extensos; 
h) na Discussão, os resultados devem ser discutidos diante da literatura. 
Não convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de 
modo a evitar uma obrigação do autor e da revista de publicá-los; 
i) as Conclusões devem basear-se somente nos resultados 
apresentados no trabalho; 
j) Agradecimentos devem ser sucintos e não devem aparecer no texto ou em 
notas de rodapé; 
k) a lista de Referências, que só incluirá a bibliografia citada no trabalho e a 
que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverá ser ordenada 
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de 
todos os autores (em caixa alta e baixa), o título de cada publicação e, 
abreviado ou por extenso (se tiver dúvida), o nome da revista ou obra, usando 
as instruções do “Style Manual for Biological Journals” (American Institute for 
Biological Sciences) e/ou “Bibliographic Guide for Editors and Authors” 
(American Chemical Society,Washington, DC.). 
2. Na elaboração do texto deverão ser atendidas as seguintes normas: 
a) os trabalhos devem ser impressos em uma só face do papel, com margens 
de, no mínimo, 2,5cm. A formatação do original a ser submetido para 
publicação deve seguir o exemplo de apresentação no último fascículo da 
revista (www.pvb.com.br). O texto deve ser corrido e não deve ser formatado 
em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final. As 
Figuras (inclusive gráficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do 
texto. Devem ser introduzidos no texto do trabalho, através da ferramenta 
“Inserir” do Word, pois imagens copiadas e coladas, perdem as informações do 
programa onde foram geradas, resultando, sempre, em má qualidade; 
b) a redação dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto 
possível, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas 
de rodapé serão números arábicos colocados em sobrescrito após a palavra ou 
frase que motivou a nota. Essa numeração será contínua; as notas serão 
lançadas ao pé da página em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos 
os Quadros e todas as Figuras serão mencionados no texto. Estas remissões 
serão feitas pelos respectivos números e, sempre que possível, na ordem 
crescente destes. Abstract e Resumo serão escritos corridamente em um só 
parágrafo e não deverão conter citações bibliográficas. c) no rodapé da 
primeira página deverá constar endereço profissional completo do(s) autor(es) 
e E-mail do autor para correspondência; d) siglas e abreviações dos nomes de 
instituições, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, serão colocadas 
entre parênteses e precedidas do nome por extenso; e) citações bibliográficas 
serão feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de dois autores serão citados 
pelos nomes de ambos, e de três ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de 
“et al.”, mais o ano; se dois trabalhos não se distinguirem por esses elementos, 
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a diferenciação será feita através do acréscimo de letras minúsculas ao ano, 
em ambos. Trabalhos não consultados na íntegra pelo(s) autor(es), devem ser 
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referência, “(Resumo)” ou 
“(Cit. Fulano 19..)”; a referência do trabalho que serviu de fonte, será incluída 
na lista uma só vez. A menção de comunicação pessoal e de dados não 
publicados é feita no texto somente com citação de Nome e Ano, colocando-se 
na lista das Referências dados adicionais, como a Instituição de origem do(s) 
autor(es). Nas citações de trabalhos colocados entre parênteses, não se usará 
vírgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-vírgula após cada ano; a 
separação entre trabalhos, nesse caso, se fará apenas por vírgulas, exemplo: 
(Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971); 
f) a lista das Referências deverá ser apresentada com o mínimo de pontuação 
e isenta do uso de caixa alta, com os nomes científicos em itálico (grifo), e 
sempre em conformidade com o padrão adotado no último fascículo da revista, 
inclusive quanto à ordenação de seus vários elementos. 3. As Figuras 
(gráficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais, em papel ou outro 
suporte, deverão ser anexadas ao trabalho, mesmo quando escaneadas pelo 
autor. A chave das convenções adotadas será incluída preferentemente, na 
área da Figura; evitar-se-á o uso de título ao alto da figura. Cada Figura será 
identificada na margem ou no verso, a traço leve de lápis, pelo respectivo 
número e o nome do autor; havendo possibilidade de dúvida, deve ser indicada 
a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Fotografias deverão ser 
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em 
diapositivos (“slides”) coloridos. Quando as fotos forem obtidas através de 
câmeras digitais (com extensão “jpg”), os arquivos deverão ser enviados como 
obtidos (sem tratamento ou alterações); na versão online, fotos e gráficos 
poderão ser publicados em cores; na versão impressa, somente quando a cor 
for elemento primordial a impressão das figuras poderá ser em cores. Para 
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverão ser colocados em 
envelope. 4. As legendas explicativas das Figuras conterão informações 
suficientes para que estas sejam compreensíveis, e serão apresentadas 
no final do trabalho. 5. Os Quadros deverão ser explicativos por si mesmos e 
colocados no final do texto. Cada um terá seu título completo e será 
caracterizado por dois traços longos, um acima e outro abaixo do cabeçalho 
das colunas; entre esses dois traços poderá haver outros mais curtos, para 
grupamento de colunas. Não há traços verticais. Os sinais de chamada serão 
alfabéticos, recomeçando de a em cada Quadro; as notas serão lançadas logo 
abaixo do Quadro respectivo, do qual serão separadas por um traço curto, à 
esquerda 
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