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EFEITO DO SORO UREMICO DE CAES COM INSUFICIENCIA RENAL
SOBRE O METABOLISMO OXIDATIVO E APOPTOSE DOS
POLIMORFONUCLEARES

RESUMO - Embora a insuficiéncia renal ocorra com bastante freqiéncia na
espécie canina, ndo se sabe se essa condicao, a semelhanca do que ocorre
em humano, compromete o funcionamento dos poliformonucleares (PMN). O
superoxido produzido pelo metabolismo oxidativo dos PMN exerce importante
papel na resposta imune inata, destruido os patégenos fagocitados, entretanto,
guando em excesso age de modo deletério promovendo a aceleracdo da
apoptose. Testou-se a hipbétese de que, a semelhanca do que ocorrer em
humanos, as toxinas presentes no soro de caes urémicos alteram o
metabolismo oxidativo e acelera a morte celular programada dos neutréfilos de
caes normais. Para tal o sangue total e polimorfonucleares isolados de dez
cdes sadios foram incubados com soro urémico. A producéo de superoéxido foi
quantificada pelo teste de reducdo do tetrazélio nitroazul (NBT) e o indice
apoptético calculado pelo método morfométrico. A producdo de superéxido
gerada dos neutrdéfilos de sangue total tratados com soro urémico apresentou
significante redugdo (p < 0,05). Quando isolados e incubados com soro
urémico, apenas na metade das amostras os PMN apresentaram
concomitantemente diminuicdo da producdo de superdoxido e aumento do
indice apoptético. Foi possivel concluir que os componentes presentes no soro
urémico alteram ex vivo o metabolismo oxidativo e a apoptose dos PMN,
fortalecendo a hipétese de que caes com de insuficiéncia renal tém sua

imunidade inata comprometida.

Palavras - chave: Neutrofilos, toxinas urémicas, superdxido, morte celular

programada,.imunosupressao.



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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CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Definigédo do problema

Pesquisa realizada junto ao laboratorio clinico veterinario da UNESP de
Aracatuba constatou que cdes com quadro inflamatdrio apresentavam aumento
do metabolismo oxidativo dos neutrofilos, porém o aumento da producao de
superoxido ndo foi observado naqueles com quadro de insuficiéncia renal.
Buscando melhor entender a diferenca entre o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos de caes urémicos e ndo urémicos, verificou-se que os compéndios
classicos de clinica veterinaria (GRAUER; LANE, 1995; POLZIN et al., 2004;
WARE, 2006) invariavelmente afirmam que cdes sao muito susceptiveis a
insuficiéncia renal e a condicdo promove uma imunossupressao. Entretanto,
tais afirmacdes tém como base citacbes de estudos em humanos que
evidenciam imunossupressdo e alta mortalidade por infeccbes bacterianas
devido a disfuncdo dos polimorfonucleares (PMN) causada pela uremia,
incluindo aceleracdo da apoptose e inibicdo do metabolismo oxidativo por

toxinas urémicas.

1.2. Investigacao do problema na literatura — a revisédo

Em busca de evidéncias de que a uremia, a semelhanca do que ocorre
em humanos, também promove inibicdo do metabolismo oxidativo dos
neutréfilos em caes, foi realizada uma revisdo de literatura utilizando-se os
bancos de dados eletrénicos (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), disponiveis 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;)

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

realizacdo da revisdo foi estruturada com trés elementos conceituados na
Medicina Baseada em Evidéncias, conforme preconizado por Castro (2001) -
Situacdo: Leucdcitos, polimorfonucleares e neutrofilos; Intervencdo: uremia,
urémico e insuficiéncia renal; Desfecho: metabolismo oxidativo, explosao
respiratéria, ROS e superoxido. Foi utilizado apenas a espécie canina como
limite para recuperacdo 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 limitacdo de espécie. Dos artigos identificados, foram selecionados
apenas os que quantificaram o superdxido e redigidos na lingua espanhola,
inglesa e portuguesa.

Obedecendo aos mesmos critérios, como pesquisa complementar,

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

dados do grupo neutréfilo do curso de medicina veterindria da UNESP de
Aracatuba (http://br.groups.yahoo.com/group/neutrofilo/database) e recurso de

pesquisa avancada do Google académico (www.scholar.google.com.br). O

levantamento bibliografico foi realizado em junho de 2007 e revisado

mensalmente até o fim de abril de 2009.

1.2.1 A importancia do metabolismo oxidativo para a defesa inespecifica do

organismo. Relacao existente entre estresse oxidativo e apoptose.

Os neutrdéfilos sdo células que integram a primeira linha de defesa do
organismo, degradando e exterminando patégenos invasores (JAIN et al.,
1993). Sob condi¢des normais, a entrada de microrganismo em um hospedeiro

leva a resposta que se fundamenta na acédo das selectinas e integrinas que
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promovem a adesdo dos neutréfilos ao endotélio e em seguida as locomovem
aos locais com maior concentracdo de substancias quimiotaxica (C5a, LTB, IL-
8, fator de ativacdo de plaquetas). Processo este conhecido como quimiotaxia,
em que os neutrofilos alcancam o local afetado para realizar a fagocitose.
Porém, precedentemente as particulas sdo opsonizadas pelos complementos
(C3;C4) e imunoglobulinas (IgG) para haver melhor aderéncia aos receptores
dos neutréfilos e que desse modo sejam internalizadas (ZINKL e
KABBUR,1997).0 microrganismo invasor € rodeado pelos pseudopodes dos
neutroéfilos, formando um fagossomo. Logo em seguida os granulos presentes
no citoplasma dos neutrofilos fundem suas membranas com aquelas do
fagossomo de modo que possam liberar seu conteddo no interior do
fagossomo e destruir 0 agente invasor por meio de enzimas lisossomais e
agentes oxidantes (JANEWAY et al., 2007).

Durante este processo ha um aumento no consumo de oxigénio em
aproximadamente 200 vezes (BABIOR, 2004) e de acordo com Ferreira e
Matsubara (1997), em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio o
oxigénio (O,) sofre reducdo formando agua (H.O) e, durante cujo processo,
sdo produzidos as espécies reativas do oxigénio (ERO), como os radicais
superoxido (02, hidroperoxila (HO,), hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio
(H20,) e compostos halogenados (HCIO e HBrO). Por serem consideradas
espécies altamente reativas, as ERO sao liberadas primariamente no interior
dos fagossomos, onde combinam-se rapidamente com as proteinas
microbianas e lipideos resultando na oxidacdo dos mesmos. Estes sao
liberadas no citosol, onde alteram o estado redox da célula e oxidam os
componentes celulares, alterando sua funcdo (FIALKOW et al.,, 2007). A
NADPH oxidase é uma enzima que cataliza a producdo do superoxido e, por
meio do seu complexo, ativa os neutréfilos que estdo em contato com
microorganismos fornecendo-lhes agentes bactericidas, viricidas e fungicidas
(BABIOR, 2004). Estima-se que aproximadamente 1 — 4% do oxigénio que
reage na explosdo respiratéria leva a formacdo do radical superoxido
(KANNAN; JAIN, 2000).
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Existem diversos métodos para se avaliar o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos, como a determinacdo do consumo de oxigénio, a reducdo do
ferricitocromo C, a quimioiluminescéncia, a determinagdo da 2,7 -
diclorofloresceina ou da dihidrorodamina por citometria de fluxo, a
determinacado da mieloperoxidase e iodinizacdo, contudo, o teste de reducéo
do tetrazélio nitroazul (NBT) é um dos mais utilizados. A mensuracéo
quantitativa do metabolismo oxidativo foi dificultada em alguns testes, como a
quimioiluminescéncia e a reducédo do citocromo C por serem complicados e
trabalhosos (RICHARDSON et al., 1998). Nas ultimas 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 neutréfilos em um periodo muito curto de tempo (BASS et al.,
1983). O NBT € um corante supravital amarelo claro que sofre reducdo na
presenca do anion superoxido tornando-se azul escuro, dessa maneira
contituindo-se um método rapido, simples e que nao requer isolamento celular.
E de baixo custo, prestando-se muito bem a avaliagdo do metabolismo
oxidativo dos fagécitos (GORDON et al., 1973) e além disso, sendo um teste
quantitativo inclui uma mensuracdo criteriosa dos estagios iniciais do
metabolismo oxidativo (RICHARDSON et al., 1998).

Inicialmente o teste do NBT foi empregado por Baehner e Nathan (1968)
para o diagnéstico da doenca granulomatosa crénica em criancas. A reducao
do referido corante pode ser avaliada ao visibilizar por microscopia 6ptica as
células redutoras que apresentam precipitado intracitoplasmatico azul escuro,
e assim determinar o percentual de positivas.

Normalmente as ERO atuam de forma importante em numerosas
funcBes biolégicas, em compensacdo a producdo destas por ativacao
desempenha uma parte critica na defesa do hospedeiro contra invasdo dos
patogenos (LEE et al., 2003). O aumento da sua producéo e/ou diminuicdo do
sistema antioxidante leva a um estresse oxidativo na qual o excesso causara
danos e disfuncdo em muitos componentes vitais da célula (VAZIRI et al.,
2003), contudo o prejuizo somente vai ocorrer quando as ERO esgotarem as
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defesas bioquimicas celulares (HORTON; FAIRHURST, 1987). A reacdo inicial
produz um segundo radical, a qual reage com uma segunda macromolécula e
assim por diante, em uma continua reacdo em cadeia (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Existe uma relagdo dinamica entre a producdo de ERO
e a capacidade antioxidante que € determinada pelo sistema celular (KANNAN;
JAIN, 2000). As ERO podem reagir com todas as macromoléculas biolégicas,
ou seja, os lipideos, as proteinas, os acidos nucléicos e os carboidratos, porém
sob condi¢cdes normais, as mitocondrias possuem eficientes mecanismos
bioquimicos de defesa que neutralizam seu efeito (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Tais mecanismos incluem o0s sistemas enzimaticos
glutationa redutase, glutationa peroxidase, superoxido dismutase, NADP
desidrogenase (NADPH) e vitamina E e C (MCGOWAN et al., 1996). Apesar
da mitocondria se apresentar como a principal produtora de ERO, existem
outras fontes celulares para sua formacéo e todos os componentes celulares
sdo susceptiveis a sua acao, porém a membrana € um dos mais atingidos,
sofrendo tanto alteracfes na sua estrutura quanto na permeabilidade. Em
conseqUéncia, ha perda da seletividade na troca ionica, liberacdo do conteudo
das organelas e formacdo de produtos citotdxicos que culmina com a morte
celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Apoptose ou morte celular programada e um
processo de morte celular que ocorre naturalmente sendo essencial para a
desenvolvimento normal e para a homeostase de todos 0s organismos
multicelulares (SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993). Este processo €
também importante para remocdo de células danificadas, infectadas ou
neoplasicas. Porém, tanto a baixa afinidade apoptética quanto seu grau podem
levar a consequéncias biologicas adversas (NAGATA, 1996). Durante este
processo, uma célula sofre processo ativo
de morte celular culminando na fragmentacio do DNA e na
formacdo de corpos apoptoticos. A membrana plasmatica destas células em
apoptose e 0s corpos apoptéticos mantém a sua integridade, impedindo o

extravazamento do material celular. Apoptose pode ser desencadeada por
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inUmeros fatores incluindo mediadores, auséncia de fatores de crescimento,
drogas antitumorais e sob certas condicbes, danos do DNA (DUKE et al.,
1996), cada um destes indutores tem seu préprio mecanismo que promove a
ativacdo do processo apoptético, porém sdo as caspases 0S componentes
centrais desta inducdo (HAMPTON; ORRENIUS, 1998). As caspases séo
enzimas dependentes de cisteina e sensiveis ao estado redox da célula, sendo
sintetizadas como precursores que tem pouca atividade catalitica e um dos
seus papéis € inativar proteinas que sao vitais para sobrevida da célula, de
maneira que vai interromper o contato célula — célula, desorganizar o
citoesqueleto, destruir e impedir a replicacdo do DNA, romper a estrutura
nuclear e induzir mudancas bioquimicas na superficie celular para
reconhecimento dos fagocitos e finalmente desintegra a célula a corpusculos
vesiculares (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).

A maioria dos mediadores da apoptose estao localizados nas regides ou
territérios celulares que se seguem (1) superficie celular, (2) citosol, (3)
citoesqueleto, (4) mitocondria e (5) nucleo (KANNAN; JAIN, 2000). O processo
€ altamente regulado, e envolve a a¢do de varios indutores, mas 0 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, alteracdes
no estado redox da célula ocorrem antes da ativacdo da caspase (ZAMZAMI et
al., 1996).

1.2.2 O estresse oxidativo em caes com insuficiéncia renal.

A insuficiéncia renal € uma condigcdo em que as suas fun¢des dos rins séo
alteradas, tornando-se incapazes de manter a capacidade reguladora,
excretora e endocrina. Ocorre mais especificamente quando 75% dos néfrons
deixam de funcionar, acarretando principalmente o acumulo de toxinas
urémicas. Também, a insuficiéncia renal pode ser inicialmente classificada em

duas formas, aguda e cronica (DIBARTOLA, 2004). A insuficiéncia renal aguda



16

ocorre quando ha uma pertubacdo subita no funcionamento dos rins, com
duracdo de horas ou dias, normalmente causada por lesdes toxicas ou
isquémicas (COWGILL;ELLIOTT, 2004) e cuja concentracdo de uréia no
organismo se eleva para valores trés a quatro vezes superiores ao valor basal
(3-8 mol/L) e podendo ser inclusive maior aqueles encontrados na insuficiéncia
renal crbnica (KERR, 2003). Na insuficiéncia renal cronica (IRC), o quadro se
desenvolve durante um periodo mais longo, que vai de semanas, meses ou até
mesmo anos, e € quando ha perda progressiva do numero de néfrons, devido a
cicatrizacdo das lesGes iniciais ocorridas. Nestes casos ndao ha mais
reversibilidade do quadro e o paciente terd que viver com esta condicdo para o
resto de sua vida (POLZIN et al., 2004).

O estresse oxidativo é reconhecido como uma decorréncia consistente em
diversos processos patoldgicos de cées, e o dano causado € bem abrangente
(MCMICHEL, 2007). Animais com doenca renal crbnica tém recorrentes
condigbes que aumentam a producdo das ERO, e a IRC esta diretamente
associada a uma deficiéncia relativa de antioxidantes (BROWN, 2008). As
células renais, particularmente as epiteliais tubulares, estdo entre aquelas
metabolicamente mais ativas no organismo. ISso porque 0s rins mantém altos
niveis de fosforilagdo oxidativa mitocondrial e abrange o grande fluxo
sanguineo, de modo que a formacéo 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
importancia de se investigar o estresse oxidativo nos polimorfonucleares em
pacientes portadores de IRC. Porém, em cées, a avaliacdo do estresse
oxidativo tem enfocado outras condices patoldgicas, tais como a
cardiomiopatia dilatada idiopatica (FREEMAN et al., 1999), catarata em Cocker
spaniel inglés (BARROS et al., 1999) e Leishmaniose visceral (BILDIK et al.,
2004). Também quanto a avaliacio do metabolismo oxidativo dos
polimorfonucleares de cédes, foram encontrados estudos referentes a rinite e a
pneumonia em Doberman Pinscher (BREITSACHWERDT et al., 1987), em
condicdes sépticas (WEBB et al., 2007) e, ainda, relatos feitos por Eickhoff et
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al. (2004) de que had uma grande variacdo dos resultados obtidos em céaes
saudaveis.

Especificamente quanto no caso de IR, o Unico relato de estresse
oxidativo fez referencia a avaliacdo das hemécias de cédes portadores IRC
(LUSTOZA, 2004), ndo havendo nada descrito com relacdo a série
granulocitaria.Tal fato justifica o subjetivismo com relacdo ao que realmente
acontece com a producdo de superoxido em cades com insuficiéncia renal,
capaz de desencadear o quadro de imunossupresséo. Provavelmente devido a
uma disfuncdo celular acarretara em uma alteracdo da producdo de

superoéxido, e assim desencadeado a imunossupressao.

1.2.3 Comprovacédo, em humanos, que a IR compromete a funcdo dos

leucdcitos polimorfonucleares.

A insuficiéncia renal crbnica em pacientes humanos é um problema de
saude publica mundial, cujo contigente de 58% dos pacientes vive em apenas
cinco paises (Estados Unidos, Japao, Alemanha, Brasil e Itdlia). Nos Estados
Unidos, a insuficiéncia renal cronica encontra-se em 9° lugar como causa
morte, tem uma crescente incidéncia e prevaléncia, porém diagnéstico,
prognostico e tratamento tém ainda alto custo (ARORA;VERRELI, 2008). Os
pacientes renais terminais sao 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 patogénese que leva a esta susceptibilidade ainda ndo esta
definitivamente esclarecida, porém sabe-se que ha falhas nos mecanismos de
defesa celular principalmente dos neutrdfilos, além dos linfécitos e mondcitos
(COHEN et al., 1997). Estas deficiéncias tém sido amplamente atribuidas a
presenca de toxinas urémicas, ma nutricdo, excesso de ferro, aumento do
célcio citosdlico e deficiéncia de zinco no organismo de tais pacientes (HORL,
1999; IBS e RINK, 2003). As toxinas urémicas séo fatores plasmaticos

circulantes acumulados no soro dos portadores de insuficiéncia renal (COHEN
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et al., 1997). Dentre elas, a mais conhecida € a uréia por ser a mais estudada
na abordagem clinico-patoldgica nefropatica. Entretanto seu papel téxico ainda
€ controverso, pois alguns autores acreditam que a uréia per se nao seja toxica
(VANHOLDER et al., 2008). Enquanto outros acreditam que o efeito tdéxico da
uréia seja devido ao seu acumulo concomitante a outros solutos como 0s
produtos protéicos de oxidacdo (WITKO-SARSAT et al., 1998), a guanidina
(HIRAYAMA et al., 2000), o polifosfato deadenosina (JANKOWSKI et al., 2001),
0os produtos finais de glicacdo avancada (GLORIEUX et al., 2004), a [, —
microglobulina (VANHOLDER et al.,, 2003), a leptina (OTTONELLO et al.,
2004), as proteinas de ligacdo (BAMMENS et al., 2006), a interleucina — 18
(CHIANG et al., 2006), as variantes de angiotensina (JANKOWSKI et al., 2007),
os inddis (DOU et al., 2007), o p-cresilsulfato (SCHEPERS et al., 2007). Ha
ainda estudiosos que acreditam que ocorra um efeito acumulativo de cada
substancia 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, ha muita contradicdo com relacao a
producdo de ERO na uremia pelos PMN. Ha aqueles que verificaram a
ocorréncia de menor producdo (CENDOROGLO et al., 1999; HIRABAYASHI et
al., 1988; SARDENBERG et al.,2006), outros que verificaram aumento na
producdo (MCLEISH et al., 1996; RYSZ et al., 2004; WARD; MC LEISH, 1995),
como também os que ndo constataram nenhuma alteracdo com relacdo a
producdo de ERO por células de pacientes urémicos quando comparados com
os individuos sadios (ANDING et al., 2003; CHRETIEN; GARAGUSI, 1973;
GASTALDELLO et al., 2000; PAUL et al.,1991).Contudo sabe-se que parte das
divergéncias € devido ao método utlilizado (SARDENBERG et al., 2006).

Whyte et al. (1993) demostraram uma relacdo direta entre a apoptose e
a perda das funcdes do citoesqueleto, fagocitose, degranulacdo e metabolismo
oxidativo nos PMN. De acordo com Cendoroglo et al. (1999), a mortalidade

causada por infeccdo bacteriana secundaria em os pacientes portadores de
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insuficiéncia renal é alta devido a disfuncdo dos PMN ocorrida por uma
diminuicao da producéo de superoéxido e pela aceleracédo da apoptose.

Cendoroglo et al. (1999), em estudo ex vivo, verificaram que a producao
de superéxido dos PMN normais incubados com soro urémico foi
significativamente menor que daqueles incubados com soro normal.
Cendoroglo et al. (1999) e Lewis et al. (1988) igualmente verificaram inibicéo
da producéo de superéxido em neutréfilos de pacientes urémicos estimulados
com fMLP (N-formyl methionyl leucyl phenylalanine), porém ndo com PMA
(phorbol myristate acetate).

Com relacdo a apoptose, Cendoroglo et al. (1999) observaram que
houve diferenca significativa entre a apoptose dos PMN de pacientes normais e
urémicos tanto quando incubados com 0S seus soros como com soro fetal
bovino. Os autores verificaram uma correlagdo inversa entre a producao de
superéxido e a apoptose destas células. Foi possivel verificar um aumento de
33% da taxa de apoptose dos PMN normais quando incubado com soro
urémico, porém as taxas de apoptose dos PMN urémicos quando incubados
com soro normal ndo diferiram, sugerindo dessa forma que os PMN urémicos
Sao mais propensos a apoptose, mesmo quando submetidos a uma condicao
normal. Sardenberg et al.(2006), de modo similar, observaram que o0s
pacientes com IRC, néo tratados, tinham uma maior taxa de apoptose quando
comparados com controles e pacientes submetidos a hemodidlise, sugerindo
que a toxicidade urémica atua na apoptose dos PMN e que a dialise pode
minimizar a taxa de apoptose. Koller et al. (2004), diferentemente, verificaram
discreta diminuicdo da apoptose ao incubar PMN normais com soro urémico e
PMN de pacientes urémicos com soro normal.

Jaber et al. (2001) constataram que a expressdao Fas foi
significativamente maior em pacientes com insuficiéncia renal cronica
comparados com individuos controle. E, também, que o soro urémico
aumentou a expressdo do Fas associado ao PMN e a proteina FasL, e que
havia forte correlagdo Fas - estimulante de apoptose com a depuracdo de

creatinina. Majewska et al. (2003) verificaram, in vivo, aceleracédo da apoptose
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dos PMN em pacientes urémicos, com relacdo aos individuos controle e que
esse resultado era dependente do aumento do fator de expressao Fas/Apop-1

gerados durante a uremia.

Os objetivos deste estudo visaram:

1. Testar a hipotese de que a producdo de superéxido gerada pelo
metabolismo oxidativo dos neutréfilos de cdes diminui quando incubados com
Soro urémico.

2. Testar a hipétese de que ha relacdo entre a taxa de apoptose e a

producao de superoxido dos PMN de cées tratados com soro urémico.
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Efeito inibidor do soro urémico sobre o metabolismo oxidativo dos neutroéfilos
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Inhibitory effect of uremic serum on neutrophils oxidative metabolismfrom dogs.
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RESUMO

Foi testada a hipdtese de que, a semelhanca do que ocorre em humanos, 0S

componentes do soro urémico inibem o metabolismo oxidativo dos neutréfiéssle
Para isto, o sangue total de 10 cédes foi incubado com soro honubéogio e ndo
urémico e posteriormente comparados quanto a producdo neutrofilica déxislape
estimada pelo método citoquimico de reducdo do tetrazdlio nitroaRiT)(NA
producdo de superoxido gerada pelo metabolismo oxidativo dos neutréfibaosrat
com soro urémico apresentou significante reducao (p < 0,05) em ralegdmatados
com plasma autélogo e homdélogo com niveis normais de uréia. Concluiu-ss que
componentes presentes no soro urémico inibrrmivoo metabolismo oxidativo dos
neutrofilos de caes portadores de insuficiéncia renal tém suaidade inata
comprometida.

Palavras-chave:Tetrazoélio nitroazul, insuficiéncia renal, superéxido.

ABSTRACT

The aim of this study was to test the hypothesis that theicigmmpoundsiecrease the
neutrophil oxidative metabolism in dogs, as occurs in humans. Whole bloodegnom
dogs was incubated with uremic and non-uremic homologous serum and tlexisigper
production by activated neutrophils was quantified by the nitroblueaztdiom
reduction test (NBT). The superoxide production generated by neutraphilse
presence of uremic serum was significantly decreased (p<G/@%omparison with
autologous and homologous serum with normal serum urea levels. It wasdezhttiat

the presence of components of uremic serum inhibitexhevoneutrophil oxidative

! Normalizagéo segundo a Revista Arquivo Brasildedviedicina Veterinaria e Zootecnia (Anexo A)
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metabolism in dogssuggesting that, similarly to humans, dogs with renal mioay

have compromised innate immunity response.

Keywords: Nitroblue tetrazolium, renal failure, superoxide.

INTRODUCAO

A insuficiéncia renal é caracterizada por lesfes intragenacorre quando 75%
ou mais dos néfrons tornam-se afuncionais, resultando na retencamslelegzrodutos
nitrogenados néo protéicos no organismo, podendo ocorrer de forma agujlaiRA
cronica (IRC) (DiBartola, 2004). Nos casos de IRA a concentralgéonatica normal
de uréia entre 3 — 8 mmol/L, eleva-se abruptamente para vabimes de 35 mmol/L,
geralmente superiores aos observados na IRC (Kerr, 2003). A IR&fekgio renal
mais comum em caes, sendo progressiva, irreversivel e denoguostico. Porém,
guando adequadamente tratada, o cdo portador de IRC pode sobreviver com boa
qualidade de vida por muitos meses (Polzin et al., 2004). Em caed$Reraujos
valores de uréia plasmatica sé@o inferiores a 20 mmol/L, asehaecresposta a uma
terapia alimentar sdo grandes; entretanto, valores superioresman6/L indicam
prognéstico ruim (Kerr, 2003). Apesar da concentracdo sérica dasaréiim aceita
como um bom marcador para a severidade da faléncia renal, sengpptogénese da
sindrome urémica ainda é controverso (Lim et al.,1995).

Conhen et al. (1997) relataram que as toxinas urémicas circutlnpecientes
nefropatas graves sédo provenientes da reducao da excregd@oc@®s resultante do
aumento da sua sintese durante a uremia. Segundo Vanholder et gla(Ré&i8per
separece nao ser toxica, contudo, seu efeito toxico se faz pelo acumuiduseo com
outras substancias de acéo bioldgica. As guanidinas (Hirayaaha 2000), a leptina
(Ottonello et al., 2004), o p-cresol (Schepers et al., 2007), a waia-microglobulina
representam alguns dos 100 solutos urémicos identificados em pacoemes
nefropatias graves e que potencialmente alteram a funcdo nexgr@finholder et al.,
2008). Especula-se que cada toxina urémica tenha efeitos distintsgéo e
viabilidade dos neutréfilos (Sardenberg et al., 2006)
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A producédo de fatores quimiotaxicos para os neutrofilos aparentemeatenal
em pacientes urémicos. Porém, a integridade da locomocéao dadorefeutréfilos ao
sitio de infec¢éo, capacidade de fagocitose e acdo bactericida, pastaredineunuidas
(Chretien e Garagusi, 1972). Uma vez fagocitado, o microorganismstréide por
meio de enzimas lisossomais e agentes oxidantes (Janeway@03a). De acordo com
Ferreira e Matsubara (1997), no metabolismo celular aerébio noraégénio sofre
reducdo, formando &agua, processo no qual sao formadas as espéoias rkat
oxigénio (ERO), tais como os radicais superoxido, hidroperoxila, hidrgedroxido de
hidrogénio e compostos halogenados que atuam como bactericidas, wirgida
fungicidas(Babior, 2004).

O metabolismo oxidativo e a producdo de superdoxido dos neutrofilos de
pacientes humanos com insuficiéncia renal tém sido avaliados pordeaiferentes
métodos, tais como a quimioiluminescéncia, citometria de fluxdrazdédio nitroazul
(NBT), produzindo resultados discordantes (Gastaldello et al.,, 2000). O &N&n
corante supravital amarelo claro que se transforma em formazahescuro) apés a
sua reducao pelo superéxido produzido pelo metabolismo oxidativo dos nesttré&fil
principal causa de valor elevado de reducdo do NBT é a infeccaoidatee esta
reducdo pode ocorrer antes mesmo de qualquer alteracdo clinicdaboaatorial
(Richardson et al.,1998).

Hirabayashi et al., (1988) afirmam que pacientes humanos comci@sai®
renal apresentaram menor producdo de radicais de oxigénio. Cendetrradl (1999)
observaram esta menor producdo de superéxido em neutréfilos de pdoiense®s
quando incubados com plasma homélogo urémico. Ward e McLeish (1995), McLeish
et al. (1996) e Rysz et al. (2004) verificaram maior producédo dearmdle oxigénio
nos neutréfilos de insuficientes renais,enquanto Paul et al.(1991)|d6kstat al.
(2000) e Anding et al. (2003) ndo observaram em pacientes urémiems;ait no
metabolismo oxidativo dos neutrdfilos.

Embora a insuficiéncia renal seja uma nefropatia comum &g, médo ha
relatos na literatura veterinaria quanto ao efeito da uremia sobreetabolismo
oxidativo de neutrdéfilos nesta espécie. A fim de preenchetagstaa de conhecimento,

neste trabalho objetivou-se testar a hipotese de que a producéo dxidopgerado
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pelo metabolismo oxidativo dos neutréfilos de cades sadios diminui quandmaduc

com Soro urémico.

MATERIAL E METODO

Vinte e um cées adultos, de diferentes racas, machos ou f@rsasstibmetidos
a exame fisico geral, conforme preconizado por Feitosa (2008), exames
laboratoriais como hemograma completo e determinacdo da concersé&@@ de
uréia e creatinina. Assim, com base nos resultados dos supraeiaduss, os animais
foram agrupados em:

Grupo Controle (GC): Constituido de 11 cées sem evidéncias de alteracdes
clinicas e laboratoriais. Destes, utilizaram-se dez paealZzacdo dos ensaios e um
teve seu plasma utilizado como “homologo sadio”.

Grupo Urémico (GU): Constituido de dez caes com quadro clinico-laboratorial
de uremia, conforme critérios de Kerr (2003) e DiBartola (20@H msuficiéncia
cardiaca, ruptura vesical e obstrucdo pds-renal.

De ambos os grupos foram excluidos cdes com qualquer histérico dectiata
recente com antibiéticos e anti-inflamatérios, que pudesseneititer® metabolismo
oxidativo dos neutrofilos.

Para as colheitas de sangue dos animais de ambos o0s grupaamtiizaagulhas
hipodérmicas descartaveis 25 x 8 mm, préprias para tubos estédesizsdos e
heparinizados & vactioDe cada animal do GC colheram-se seis mililitros de sangue
total, sendo dois destinados a avaliagcdo do metabolismo oxidativpadaiscalizacéo
do hemograma e outros dois para obtencdo de plasma para andlisesitasqilos
cdes do GU, foram colhidos quatro mililitros de sangue total em tsbos
anticoagulante para obtencdo de soro para 0s ersaiogoe analises bioquimicas, e
dois mililitros foram acondicionados em tubos plasticos conterfdB0RTA® para o
hemograma. O soro obtido foi acondicionado a 2C26 as amostras sanguineas

mantidas refrigeradas até o momento do processamento laboratorial.

! Vacutainer plus plastic Heparin, Cod. 367993, Bedakson, New Jersey, USA.
2 vacutainer plus plastic K2 EDTA, Cod. 367841, BeeRickson, New Jersey, USA
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Os plasmas dos animais do GC foram submetidas a prova sorolégiesqigsa de
anticorpos IgG anti-eishmania sppor meio da técnica de ELISA, como descrita por
Lima et al. (2003).

O sangue total dos dez caes do grupo controle foi submetido conceméate ao
acréscimo de plasma autdlogo, homoélogo sadio e soro urémico, corgostoneolo

apresentado (Fig. 1).

PROTOCOLO Ensaio 1| Ensaio 2| Ensaio 3| Ensaio 4
Sangue total heparinizado do GC 200 pL | 200 pL | 200 pL| 200 pL
Centrifugagédo 700g durante 15 minutos X X X
Retirada de 100 pL do plasma sobrenadante X X X
Acréscimo de 100 pL de soro homélogo do GU X
Acréscimo de 100 pL de plasma homoélogo do GC X

Reposicao de 100 pL do plasma autélogo do GC

Homogeneizagao por ressuspensao

Determinacao da concentracéo de uréia

Incubac&o em banho-maria 37C por 2 horas X

Determinacao do superoxido (NBT) X X X X

Figura 1- Protocolo experimental dos diferentes ensaios rmeadizeara avaliar o
metabolismo oxidativo de neutréfilos de cdes do grupo controle (G&gljatamente

apos a colheita (ensaio 1); sangue total incubado com plasma augnhsgm 2);
sangue total incubado com plasma homdlogo sadio (ensaio 3) e sandue tota
incubado com soro homologo do grupo urémico (GU) (ensaio 4).

Os valores do hemograma foram obtidaslizando-se contador eletrénico de
células sanguinehe a contagem diferencial das células foi feita pelo método de
microscopia de esfregacos corados com Parféicdeterminacgéo do volume globular
foi realizada pelo método de micro-hematocrito, segundo as recomesdacdatérios

de Thrall et al(2007).A concentracdo de uréia plasmatica foi obtida, em duplicata, pelo

% Contador eletrénico hematolégico veterinario, M8€-530, CELM, Sao Paulo-SP.
* Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR.
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141 método enzimatico cinético (37, utilizando-se conjunto de reativo comertiadm
142 leitura realizada em espectrofotdmétpoeviamente calibrado, conforme recomendacao
143 do fabricante.

144 A producdo de superoxido foi quantificada pelo método citoquimico de reducao
145 espontanea do NBT, conforme Ciarlini et al. (2004), utilizando reagemeonadb

146 De cada ensaio realizou-se dois esfregacos corados com re&gematoldgico
147 comerciaf. A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecidatimdaar
148 contagem de 100 neutrofilos, sendo apenas consideradas as células cureaapras
149 qualquer granulo intracitoplasmatico de cor azul enegrecida tipica de fmrmaz

150 Apds os estudos das distribuicbes das variaveis quanto a normaltdatie (
151 Kolmorogov-Smirnov) e homogeneidade de variancias (Teste Barttethforme
152 preconizado por Zar (1984), utilizou-se o teste de Friedman para @nogagrupos,
153 seguido do teste de Dunn para comparacfes mdultiplas. As anatetéstiess foram
154 efetuadas empregando-se o programa computacionaf ®A®s valores foram

155 considerados quando p<0,05.

156
157 RESULTADOS E DISCUSSAO
158 Os valores do hemograma e concentracfes séricas de uréia dofesedo

159 grupo controle apresentaram-se dentro dos intervalos de refer@eciasrmalidade
160 descritas por Kerr (2003), confirmando a boa condicdo de saude symgddexame
161 clinico geral. A concentracdo média final de uréia das 10 amostiametidas aos
162 ensaios com plasma autélogo (ensaio 2) e plasma homélogo sadio (@nsaariou
163 dentro da faixa de normalidade para a espécie, enquanto as anmatetdas tcom soro
164 urémico (ensaio 4) apresentaram uma concentracdo elevada, coraes poitadores
165 de IRC (Tab. 1).

166

167

® Uréia enzimatica, Katal, Katal Biotecnolégica Intlizse comércio LTDA, Belo Horizonte- MG, Brasil.
6 Espectrofotdmetro E-205, CELL-M, Brasil
! Nitrobluetetrazolium, Cat. N6876, Sigma, St. LOWSA

8 sas/STA Software, Statistical Analysis System kusé, 1997, USA
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Tabela 1- Valores de tendéncia central e dispersdo (médesvio padrdo) da
concentracdo final de uréia porcentagens (%) da taxa neutrofilica de reducéo
espontanea do NBT de dez cées higidos submetido a diferentes ddskzagdo

de sangue total imediatamente apds a colheita (ensaio 1); satajuecubado com
plasma autélogo (ensaio 2); sangue total incubado com plasma homdéthgo sa

(ensaio 3) e sangue total incubado com soro homadlogo urémico (ensaio 4).

Amostra Uréia (mmol/L) % reducao NBT
Ensaio 1 o )

7,57+ 1,10 144 +115°
Ensaio 2 . )

7,57+ 1,10 15,3+5,5°
Ensaio 3 . )

6,38+ 0,79 235+14,4°
Ensaio 4 a

26,81+ 6,25 1,7+2,8°¢

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05)

O metabolismo oxidativo de neutrofilos dos dez cées, quando analisado
individualmente apresentou heterogenicidade nos diferentes ensaios , (Fig.2)
provavelmente devido ao método e presenca de subpopulacbes de neutrdfilos.
Estudos realizados em seres humanos (Vouter et al.,1996) e caes=(\&kepd007),
igualmente verificaram variagdes no metabolismo oxidativo dedfibag devido a
presenca de subpopulacdes de neutréfilos, as quais respondem de difexertess
a diferentes condicoes.

A incubacdo com plasma homoldégo sadio (ensaio 3) promoveu uma maior
ativacdo do metabolismo oxidativo de neutréfilos do que a utilizacdoadenal
autélogo (ensaio 2). Porém, as taxas de reducdo do NBT nesses S#iis &do
diferiram significativamente entre si e nem em relagiersaio 1. A maior ativagcéo
com plasma homélogo (ensaio 3) ndo ocorreu em todas as amostras, setoih que
apresentaram valores de reducdo do NBT semelhantes ou menquesalensaio 2,
que utilizou plasma autologo (Fig. 2). Considerando o modelo experimaeiotaldo
ter sido pareado, portando com a mesma subpopulacédo de neutrofimsvepgue

a maior producéo de superoxido observada no ensaio 3 em relacdaia®dasha
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191 ocorrido devido a alguma diferenca na composicdo do plasma autdlogeagaor
192 ao homdlogo.
50
45 1 i Animais
40 4 o1
| a o2
z ¥ 53
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.E 30 . nd
25 1 _ +5
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= 20 o . o . ,
ES i 2 .
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- * - L ]
1]
0 . . d . 2
Controle Autélogo Homélogo sadio Homélogo Urémico
Ensaios
193 Figura 2- Variacao da taxa de reducdo espontanea neutrofilica eriNRlez caes
194 higidos submetidos a diferentes ensaios: Utilizacdo de sangluéntethatamente
195 apos a colheita (ensaio 1); utilizacdo sangue total incubado comapkagélogo
196 (ensaio 2); sangue total incubado com plasma homologo sadio (ehsagalgue
197 total incubado com soro homélogo urémico (ensaio 4).
198
199 A porcentagem média de neutrofilos redutores de NBT logo apos @adéresaio

200 1) foi semelhante aos valores de referéncia descritos pomCeirhl. (2004), porém

201 inferior aos de Trevelin et al. (2008) e superior aos de Poli €t%3) e Emanuelli

202 (2007). Tais discrepancias sdo comuns em estudos que avaliam o mm@@boli
203 oxidativo dos neutréfilos (Cendoroglo et al., 1999; Gastaldello et al., 2080 et al.,

204 2007). Reconhecidamente, os resultados obtidos pelo método de reducdo daoNBT sa
205 principalmente influenciados pela temperatura e tempo de incubagae(sl., 2005),

206 tipo e concentracdo do anticoagulante (Freitas et al., 2008)reikestie (Cendoroglo et

207 al., 1999).
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Quatro caes foram soro-positivos paeashmania sp.(1, 2, 3 e 8), sendo que dois
deles apresentaram neutréfilos com taxa de reducdo de NBddeb (1, 3gnquanto
nos outros dois a taxa foi considerada normal (Fig.2). Tais achadwendifdas
observacdes de Vuotto et gR000), que verificaram uma menor producdo de
superéxido observada em cées infectados tomfantum Os cées sorologicamente
positivos foram mantidos no estudo uma vez que todos possuiam neutrofilos com
metabolismo oxidativo funcional e ndo tinham qualquer alteracéo ctinit@boratorial
compativel com leishmaniose.

Independente das fontes de variacdes, a taxa neutrofilica déigedigNBT do
ensaio 1, obtida logo apds a colheita, demonstrou que no momento inicial do
experimento todas as amostras utilizadas nos diferentes engaiesendavam
neutrofilos com metabolismo oxidativo funcional, passiveis de seresdassjuanto ao
efeito inibidor da uremia.

Comprovando que a manipulacdo das células nos diferentes ensaios néo
comprometeu a capacidade dos neutrofilos produzirem o superoxido,de teeducao
do NBT do ensaio 2 n&o diferiu significativamente das obtidas no ensaio 1(Tab. 1).

Nao ocorreu ativacado ou inibicdo significante do metabolismo oxaddévido a
qualquer componente presente no plasma homélogo, uma vez que a taxa &@e redug
neutrofilica do NBT apds o acréscimo de plasma homdlogo desades (ensaio 3)
nao diferiu significativamente dos ensaios (1 e 2).

De modo homogéneo, 100% das amostras incubadas com soro urémico (ensaio 4)
apresentaram inibicdo do metabolismo oxidativo (Fig. 2), sendo adt&axaducéao
neutrofilica do NBT significativamente inferior (Tab.1) a dos demensaios,
reproduzindoex vivoem cao o efeito inibidor dos componentes urémicos sobre o
metabolismo oxidativo. Embora seja aceito que cdes com IRC tesudammunidade
comprometida (Polzin et al., 2004), ndo existem relatos na litergtigafornegcam
evidéncias, como as obtidas no presente estudo, quanto ao efeito inibitaramia
sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos. Diante de tais achbtidssex vivo,
torna-se imperativo comprovar se o efeito imunossupressor da uremrztaosbénin
vivo, contribuindo, dessa maneira, para melhor esclarecer 0s mecangmos

promovem a imunossupressao de cédes com IRC.
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Concordando com os resultados obtidos no presente estudo, pesquisas realizadas
em seres humanos também demonstraram o efeito inibidor da urem& obr
metabolismo oxidativo dos neutréfilos (Lewis et al. 1988; Cendorogial. 81999).
Entretanto, Sela et al. (2005) verificaram a ativacdo do metadmoliza uremia,
enquanto Chretien e Garagusi (1972) observaram uma taxa de reducéfilinaudo
NBT de pacientes urémicos (7,5%) semelhante a de pacientes (§a@t63 Segundo
Sardenberg et al.(2006), os resultados conflitantes sobre o efeitoemi@da sob a
producdo de superdéxido ndo se restringe aos diferentes estimulanteslagilpara
ativar o metabolismo dos neutréfilos, mas a varios fatores como aheeitultivo,
concentracdo de plasma autoélogo, técnicas de isolamento e métodos analiticos.

Cendoroglo et al. (1999) realizaram um estexiovivo similar e verificaram
igualmente uma menor produgdo de superdxido em neutrofilos humanos iselados
incubados com plasma homélogo urémico. Sendo amplamente aceito que maloment
metabolismo oxidativo acelera a apoptose celular (Whyte et al., 1988). Cendbrdglo e
(1999) hipotetizaram quén vivo, num primeiro momento, a uremia promove um
aumento do metabolimo oxidativo neutrofilico que induz a apoptose celegsaeor
sua vez compromete o funcionamento dos neutrofilos.

Portanto, o protocolo utilizado no presente estudo reproduarnivoo efeito da
uremia sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos humanos, sugerindo jue o
mesmo possa ocorrer em cées com insuficiéncia renal e, dassisamneomprometer a
imunidade inata, favorecendo a instalacdo e morte por infec¢coesaramgeDiante de
tais indiciosex vivQ torna-se necessario realizar outras investigacfes parauavesgga
uremia in vivo também promove a inibicdo do metabolismo oxidativo ou outras
disfuncdes dos neutréfilos em cédes. Outrossim, a complementacaesdotprestudo
poderd confirmar a potencial utilizacdo do cdo como modelo para estudparativos

sobre as disfuncdes neutrofilicas associadas a uremia.

CONCLUSAO
Concluiu-se queex vivoo soro de caes urémicos compromete a producdo de
superéxido dos neutrofilos de cées higidos, similarmente a inibicdo aiemo

oxidativo que ocorre em pacientes humanos portadores de insuficiéncia renal cronica.
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Efeito do soro de caes portadores de insuficiéncia renal sobre
a apoptose e o metabolismo oxidativo dos polimorfon ucleares *

Effect of serum from dogs with renal failure on apo ptosis
and oxidative metabolism of polymorphonuclears

Barbosa T.S. * Soeiro C. S. 2 Silva ,76\ C.R. A. % Mori C. K. 8 : Ciarlini P.
c.””

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 céaes
portadores de insuficiéncia renal sobre a apoptose e o metabolismo oxidativo
dos neutrofilos.

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 ultimos anos, as toxinas urémicas tém sido amplamente investigada como
elemento imunossupressor nos pacientes humanos nefropatas. Este trabalho
teve como objetivo testar a hipotese de que existe relacdo entre a taxa de
apoptose e a producdo de superéxido dos PMN de cées tratados com soro
urémico. Foram isolados os PMN de 10 cédes sadios e incubados com soro
autologo, homélogo sadio e homoélogo urémico, em seguida foram avaliados
quanto ao superoxido gerado e a taxa apoptética. Foi verificado um efeito
parcial de inibicdo do metabolismo oxidativo na uremia sem correlacdo com a
aceleracéo da apoptose dos PMN de caes.

Termos de indexacdo: Caninos, morte celular programada, PMN, supéroxido.

Normalizagdo segundo a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira (Anexo B)

Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncia Animal, UNESP — Aracatuba. Bolsista CAPES.

Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncia Animal, UNESP — Aracatuba.

Curso de Medicina Veterinaria, UNESP — Aracatuba.

! Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducao Animal do Curso de Medicina Veterinaria de Aracatuba, FOA,

UNESP, Rua Clévis Pestana, 793, 16050-680, Aracatuba, SP, Brasil, e-mail: ciarlini@fmva.unesp.br.*Autor para
correspondéncia.
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INTRODUCAO

A primeira linha de defesa do organismo contra infec¢fes, constituida
dentre outros elementos por polimorfonucleares (PMN), fica comprometida em
pacientes humanos com uremia acarretando muitas mortes por infecoes
(Sarnak & Jaber 2000). O metabolismo oxidativo dos PMN gera superoxido e
derivados que atuam beneficamente como bactericidas, mas também promove
danos oxidativos que comprometem a funcao leucocitaria e induz a apoptose
(Kannan & Jain 2000).

Os mecanismos relacionados as disfun¢cdes dos PMN em pacientes
humanos urémicos ndo estdo totalmente esclarecidos (Sardenberg et al.
2006), havendo evidéncias que esteja associada com a aceleracdo da
apoptose (Cendoroglo et al. 1999). Estudos sobre o metabolismo oxidativo dos
PMN de pacientes urémicos sao contraditorios, 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
diminuicdo (Lewis et al. 1988; Cendoroglo et al. 1999) da producdo do
superoéxido e derivados.

H& evidéncias de que o excesso de radicais de oxigénio produzidos pelo
metabolismo oxidativo acelera a apoptose (Jaber et al. 2001), assim evidencia-
se que células em apoptose possuem seu funcionamento comprometido,
inclusive com diminuicdo da sua capacidade de producdo de superoxido
(Whyte et al. 1993).

A insuficiéncia renal crbnica (IRC), dentre outras causas urémicas, €
uma nefropatia comum na espécie canina. Os danos do estresse oxidativo
sobre os eritrécitos foram verificados em cdes com IRC (Lustoza 2005), porém
ndo ha nesta espécie estudos sobre o efeito da uremia no funcionamento dos
PMN. Recentemente, constataram que o plasma de cées sadios enriquecido
com uréia comercial promove a aceleracdo da apoptose dos neutréfilos de
cées sadios e que este efeito é dependente do tempo (Trinconi et al. 2008).

O presente trabalho tem como objetivo testar a hipotese de que ha
relacdo entre a taxa de apoptose e producao de superéxido dos PMN tratados
com soro urémico de cées.

MATERIAL E METODOS
Selecao dos animais

Para constituicdo dos grupos experimentais, cdes adultos, de vérias
racas machos ou fémeas, foram submetidos a exame fisico geral segundo
Feitosa (2008), e a laboratoriais (hemograma completo e quantificacdo sérica
de &cido Urico, albumina, colesterol, creatinina, frutosamina, glicose e uréia).
Foi utilizado como critério de exclusdo de cées o histérico de tratamento
recente com antibioticos e anti-inflamatérios que poderiam interferir no
metabolismo oxidativo dos PMN. De acordo com os resultados obtidos para as
caracteristicas clinico-laboratoriais, acima referidos o0s animais foram
agrupados em:
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Grupo Controle (GC): Onze caes sem evidéncias de alteracdes clinicas
e laboratoriais, dos quais dez destinados a realizacdo dos ensaios e um
utilizado como fonte de homdélogo sadio.

Grupo Urémico (GU): Dez caes insuficientes renais urémicos,
conforme critérios laboratoriais de Kerr (2003) e clinicos de DiBartola (2004),
todos sem insuficiéncia cardiaca, ruptura vesical e obstrucdo pés-renal.

Colheita e acondicionamento das amostras

De ambos o0s grupos, utilizando-se agulhas hipodérmicas descartaveis 25 x
8 mm, colheu-se sangue total em tubos heparinizados & vacuo® para a
avaliacdo do metabolismo oxidativo e determinac¢do do indice apoptético. Para
a realizacado do hemograma, parte do sangue total foi acondicionado em tubos
com K? -EDTA? e outra parte para obtencéo de soro foi acondicionado tubos
sem anticoagulante'®. O soro obtido foi acondicionado a —20°C e as amostras
sanguineas mantidas refrigeradas até o momento do processamento
laboratorial.

Isolamento, purificacéo e viabilidade dos PMN

Os PMN foram isolados imediatamente apdés a colheita, conforme
metodologia descrita por Hirayama et al. (2000), com pequenas modificacdes a
fim de evitar a lise eritréide e prevenir ativacado artificial dos PMN.
Resumidamente, quatro mililitros de sangue total heparinizado (100 Ul/mL)
foram transferidos para tubos cénicos de polipropileno estéries contendo parte
iguais de Histopaque-1119* e 1077'% totalizando seis mililitros de duplo
gradiente de separacdo. Apds centrifugacdo a 340 x g por 30 minutos, a
camada de PMN foi aspirada com ponteiras siliconizada, lavada duas vezes
com tampéo de lise (cloreto de aménia 0,8%) e uma vez com HBSS™. Apés o
descarte do sobrenadante, as células foram diluidas em meio RPMI** para
obter concentracdo de PMN final de 2 x 10° mL, com pureza e viabilidade
minima de 95%. Conforme recomendac¢des de Metcalf et al. (1986), o grau de
viabilidade dos PMN foi determinado pelo método de excluséo do azul tripan, a
concentracdo em camara 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 suspenséo de PMN (2x10° mL) em meio RPMI de
cada um dos 10 cdes do GC foi incubado por 20 minutos a 37°C com soro
autdlogo (ensaio 1), com soro homoélogo de céo sadio (ensaio 2) e com soros
de cées urémicos (ensaio 3). A concentracao final de uréia dos ensaios 1, 2 e 3

8 Vacutainer plus plastic Heparin, Cod. 367993, Beddickson, New Jersey, USA.

® Vacutainer plus plastic K2 EDTA, Cod. 367842, BeeDickson, New Jersey, USA.

19 vacutainer plus plastic No Additive, Cod. 80096B@¢cton-Dickson, New Jersey, USA

! Histopaque®-1119, Cod. 1119-1, Sigma-Aldrich,L8uis, USA.

12 Histopaque®-1077, Cod. 1077-1, Sigma-Aldrich.L8uis, USA

13 Hanks balanced salt solution (HBSS) modified, G6®394, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
“ Medium RPMI 1640, Cat. R0883, Sigma-Aldrich, Sulsy 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 o0s ensaios foram realizados
simultaneamente e imediatamente apds o isolamento. Apds a incubacéo, todas
amostras foram submetidas ao teste de reducao do NBT, sendo a taxa de PMN
redutores e o indice apopt6tico calculada para cada reacéo.

Os ensaios 1, 2 e 3 foram repetidos para estimar a taxa de apoptose apos
quatro horas de incubacdo, com e sem estimulo apoptético (0,3 pmol CAM* /
1 x 10° PMN).

Analises laboratoriais

Os valores do hemograma foram obtidos utilizando-se contador eletrénico
de células sanguineas®® previamente calibrados conforme recomendacdes do
fabricante. A contagem diferencial dos leucdcitos foi obtida pela andlise
microscopica de esfregacos corados com Panético’’. A determinacdo do
volume globular foi realizada pelo método de micro-hematdcrito (Thrall et al.
2007). Todas as analises bioquimicas foram realizadas em um analisador
bioquimico automatizado®®, previamente ajustado com calibrador comercial'® e
controles nivel 1?° e 11?1, Utilizando-se reagentes comerciais e temperatura de
37°C, a concentracdo plasmatica de uréia foi determinada pelo método
enzimatico UV (urease/ glutamato desidrogenase)?*; a creatinina pelo método
cinético (picrato alcalino)?®; a albumina pelo método de verde de bromocresol*,
o acido Urico pelo método colorimétrico enzimatico (uricase/peroxidase)®®; o
colesterol pelo método enzimatico oxidase/peroxidase?®, a glicose pelo método
enzimético (glicose oxidase/Peroxidase)’’ e a frutosamina pelo método
colorimétrico de reducéo do NBT?,

Avaliacdo do metabolismo oxidativo dos PMN

A producdo de superoxido dos PMN isolados foi determinada
indiretamente pelo método citoquimico de reducdo espontanea NBTZ.
Resumidamente, 50 pL de solugdo aquosa a 2% de NBT foram acrescidos a
100 pL da suspensdo de PMN de cada ensaio e com auxilio de um mixer
termomicroprocessado® foram incubados a 37°C sob agitacdo (600 rpm/60

1> Camptothecin, Cat. C9911, Sigma-Aldrich, St. LoUWSA

16 Contador eletrdnico hematolégico veterinario, M6&-530, CELM, S&o Paulo-SP.
7 Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR.

'8 Analisador automatico BTS, mod. 370 plus, BioSysteBarcelona, Spain..
19 Calibrator serum, C6d.18011, BioSystems, BarcelSpain.

%0 Assayed control serum level |, C6d. 18005, BioSyst, Barcelona, Spain.
1 Assayed control serum level Il, Céd. 18007, BidSyss, Barcelona, Spain.
2 Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona, Spain.

23 Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona,rSpai

24 Albumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona,Spain.

%% Uric acid Cod.11802, BioSystems, Barcelona, Spain.

%6 Cholesterol, C6d.11505, BioSystems, BarcelonainSpa

" Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona, Spain.

%8 Fructosamina, Cod. 11046, BioSystems, BarcelopainS

29 Nitroblue tetrazolium, Cat. N6876, Sigma-Aldri@t, Louis, USA.

%0 Thermomixer comfort 5355, Eppendorf AG, Hamburgri®any



48

segundos a cada cinco minutos). Apés o final da incubacgéo todas as amostras
foram citocentrifugadas por cinco minutos a 400 x g e posteriormente coradas
com reagente hematolégico comercial. A porcentagem de células produtoras
de superoxido foi estimada a partir da contagem de 100 neutréfilos, sendo
consideradas positivas apenas as redutoras de NBT, ou seja, aquelas com
granulo intracitoplasmatico de cor azul enegrecida tipica de formazan,
independente do tamanho.

Avaliacao do indice apoptotico dos PMN

Conforme os protocolos de citocentrifugacdo e coloracdo supracitados,
imediadamente apos a incubacao, o indice apoptético de PMN foi calculado a
partir da analise morfométrica de 100 células, utilizando-se microscopia Optica
(aumento de 1.000X), conforme recomendacdes e critérios de Campos et al.
(2004) e Batista et al. (2005). Resumidamente, foram consideradas apoptoticas
células que apresentaram pelo menos trés das seguintes caracteristicas
morfolégicas peculiares do processo: condensacdo do citoplasma (intensa
coloracdo citoplasmatica), condensacdo nuclear (compactacdo da cromatina
nuclear em massas densas e uniformes, alinhadas no lado interno da
membrana nuclear), fragmentacdo nuclear (convolugdo e fragmentacdo da
membrana nuclear sem cariorrexe ou ruptura), fragmentacéo celular (formacéo
de corpos apoptéticos). Os corpos apoptoticos em grande numero e proximos
uns dos outros foram quantificados como o resultado de uma Unica célula em
apoptose. A fim de nao incluir corpos apoptoticos de linfécitos na avaliacdo em
guestdo, levou-se em consideracdo as informacbes descritas por Nagami e
colaboradores (2002), em que corpos apoptéticos de linfocitos apresentam
citoplasma basofilico (coloracdo azulada), menor tamanho, fragmentos
nucleares mais irregulares do que os PMN.

Andlise Estatistica

Apoés andlise das distribuicbes das variaveis quanto a normalidade (teste
Kolmorogov-Smirnov) e homogeneidade de variancias (Teste Bartlett),
conforme preconizado por Zar (1984), utilizou-se o teste de Friedman para
comparar 0s grupos, seguido do teste de Dunn para comparacdes multiplas.
De acordo com o padrao de normalidade, calculou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson ou de Spearman entre 0s grupos. As analises
estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa computacional SAS®!.

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os valores do perfil bioguimico, das contagens globais de hemécias e
leucdcitos dos 10 cdes do GC (Quadro 1) ficaram dentro dos limites de
normalidade referidas por Kerr (2003), confirmando a boa condi¢cdo de saude
sugerida pelo exame clinico geral.

Todas as amostras incubadas com soro autélogo (ensaio 1) reduziram o
NBT (Quadro 2), comprovando que os PMN obtidos de suspensdes isoladas e

31 SAS/STA Software, Statistical Analysis Systemitnge, 1997, USA.
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utilizadas nos trés ensaios exibiram metabolismo oxidativo funcional. A taxa de
reducado neutrofilica 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 divergéncia entre autores
sobre a taxa de producédo de superdxido (Ward & Mc Leish 1995; Cendoroglo
et al. 1999). Acredita-se que tais divergéncias devem-se as diferencas quanto
aos métodos analiticos empregados, assim como dos procedimentos de
isolamento celular (Sardenberg et al., 2006), tempo e temperatura de
incubacdo das amostras (Sela et al. 2005), além do tipo e concentracdo do
anticoagulante utilizado (Freitas et al. 2008).

A adicdo do soro homoélogo sadio as células isoladas ndo comprometeu a
capacidade dos PMN produzirem superoxido, indicando que possiveis
diferencas antigénicas existentes nédo afetou o metabolismo oxidativo (Quadro
2).

Houve discreta diminuicdo da taxa de reducdo neutrofilica do NBT apds o
acréscimo do soro homélogo urémico (ensaio 3) em relacdo aos demais
ensaios. Embora o valor mediano da taxa de reducdo do NBT das amostras
incubadas com soro urémico tenha sido 37,5 e 56,5% inferior aos do ensaio 1 e
2, respectivamente, tais diferencas nao foram significativas (Quadro 2).
Utilizando protocolo similar em cdo, porém com sangue total, Barbosa e
colaboradores (2009), diferentemente, evidenciaram uma marcante inibicdo do
metabolismo oxidativo dos PMN incubados com soro urémico. Segundo Sela et
al. (2005), por ndo haver manipulagdo das amostras, ensaio com sangue total
representa melhor as condicfes in vivo, pois as células ndo sédo afetadas pela
separacdo, nem por longas incubacées. E provavel que o efeito inibidor da
uremia sobre a producdo de superodxido, neste caso, tenha sido parcial devido
ao fato dos PMN isolados terem sido incubados com soro urémico por apenas
20 minutos, enquanto que no estudo de Barbosa et al. (2009) o sangue total foi
incubado por duas horas. Colaborando com essa hipétese, Sela et al. (2005)
verificaram que a producdo de superéxido € dependente da temperatura e
tempo de incubacdo das amostras. Considerando que a ac¢éo inibidora da
uremia sobre o metabolismo oxidativo seja também dependente do tempo, o
protocolo adotado n&o 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. E possivel também que o processo de isolamento
adotado tenha ativado o metabolismo oxidativo dos PMN de modo a aumentar
a producédo de superdxido antes da incubacdo com soro urémico, mascarando
o efeito inibidor das toxinas, conforme observado em estudo similar realizado
em humanos (Cendoroglo et al. 1999). A inibicdo da producdo de superoxido
em PMN humanos isolados apenas ocorreu ap0s 24 horas de incubag¢do com
soro urémico (Cendoroglo et al. 1999).

Os indices apoptéticos calculados durante as reacfes de reducdo do
NBT, dos trés ensaios, variaram em torno de 10%, nao diferindo entre si,
(Quadro 2). Tais resultados divergem de estudos que verificaram significante
aceleracdo da apoptose dos PMN em pacientes urémicos (Majewska et al.
2003, Sela et al. 2005, Sardenberg et al. 2006) e em células sadias incubadas
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com soro urémico (Cendoroglo et al. 1999). Trinconi et al. (2008), utilizando
protocolo semelhante ao do presente estudo, porém com sangue total,
constatou-se que o plasma enriqguecido com uréia comercial promove
aceleracdo da apoptose dos neutrdfilos de cdes sadios e que este efeito é
dependente do tempo. E possivel que o pequeno tempo de incubacgio adotado
no ensaio de reducdo do NBT nado tenha permitido evidenciar o efeito
apoptotico do soro urémico descrito em outros estudos. Ao se avaliar a
apoptose dos PMN isolados, sem a presenca do NBT (Quadro 3), foi
confirmado que o indice apoptético sofre efeito do tempo de incubacgéo, no
entanto, ndo foi possivel observar, apdés 4 horas de incubacdo, qualquer
aceleracdo da apoptose no grupo tratado com soro urémico. Ha4 de se
considerar que Cendoroglo et al. (1999) avaliaram a apoptose incubando 24
horas o isolado de PMN com soro urémico, portanto, um tempo bem superior
aos dos ensaios do presente estudo. E possivel também que as toxinas
presentes nos soros urémicos utilizados no ensaio 3 tenham sofrido diluicdo ao
serem acrescidas a suspensao de PMN na proporcao de 1:1, contribuindo para
o0 mascaramento do efeito de aceleracdo da apoptose e inibicdo da producéo
de superéxido ja descritos em humanos portadores de IRC (Cendoroglo et al.
1999).

Na presenca do CAM os indices apoptoticos foram significativamente
superiores nos trés ensaios (Quadro 3), comprovando o efeito indutor de
apoptose dessa droga sobre o PMN de caes descrito por NAGAMI et al (2002).
Esse efeito indutor de apoptose do CAM ja havia sido descrito em estudos
realizados com linfocitos humanos (Dolzhanskiy & Basch 1995), porém ndo em
PMN. Segundo Ondrouskovéa et al. (2008), o mecanismo que o CAM induz
apoptose celular € lisossomo dependente e ocorre devido a geracdo de
radicais livres que inibem a topoisomerase 1 do DNA, causando o dano
nuclear.

Nao foi verificada correlacao significante entre o indice apoptético 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
observacdes de Cendoroglo et al. (1999) que ndo constataram correlacéo
entre a apoptose e a producdo de superoxido de PMN humano ativado com
PMA. No presente estudo a metade das amostras incubadas com soro urémico
apresentaram decréscimo na producao de superédxido e a totalidade destes
teve aumento do indice apoptotico, resultados que sutentam a afirmacao de
Whyte et al. (1993) de que células em apoptose tem seu funcionamento
comprometido, inclusive diminuindo sua capacidade de producdo de
superoxido. Diferentemente, dentre as amostras incubadas com soro urémico
gue apresentaram aumento do metabolismo oxidativo, apenas metade
apresentaram aceleracdo da apoptose. Estes resultados colaboram também
com a hipotese de Cendoroglo et al. (1999) de que na fase inicial da uremia
ocorra um aumento do metabolismo oxidativo dos PMN, de modo que as
substancias oxidantes produzidas se acumulam e causam, apenas numa fase
mais tardia, dano celular que induz a aceleracdo da apoptose e consequente
diminuicdo da producdo de superdxido. Majewska et al. (2003) sugeriram que
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a aceleracao da apoptose dos neutréfilos € devida ao aumento da proteina de
expressao Fas promovida pela uremia.

Portanto, foi possivel obter evidéncias de que as toxinas urémica de caes
também promovam uma ativacao inicial do metabolismo oxidativo dos PMN
que posteriormente induz a aceleracao da apoptose e consequente diminuicéo
da producao de superéxido. Conclui-se que a nao correlacdo entre a producéo
de superdxido e o indice apoptético in vitro sofre influencia da diferenca
temporal quanto ao efeito das toxinas urémicas sobre o metabolismo oxidativo
e a apoptose dos PMN de cées.
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Quadro 1- Valores medianos (média + desvio padrdo) da contagem total de
hemacias e leucdcitos e as determinacdes bioquimicas realizadas dos dez caes
higidos submetido aos ensaios.

Média + Desvio Padrao

Hemacias (x10%/puL ) 6,20 + 0,75
Leucoécitos ( x10%/uL ) 8,28 + 3,36
Acido Urico (mmol/L ) 0,70+0,24

Albumina (g/L ) 24,55+ 3,08

Colesterol (mmol/L) 53%2.24

Creatinina (umol/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
Proteina Plasmatica Total ( g/L) 69,6 + 12,2

Quadro 2- Valores medianos (média + desvio padrdo) das porcentagens (%) da
taxa neutrofilica de reducéo espontanea do NBT e do indice apoptotico de dez cées
higidos submetido a diferentes ensaios e coeficiente de correlacdo entre a
porcentage de NBT e apoptose: Utilizagcdo dos neutrofilos isolados e incubados com
plasma autodlogo (ensaio 1); neutrdfilos isolados e incubados com plasma homadlogo
sadio (ensaio 2) e neutrofilos isolados e incubados com soro homologo urémico
(ensaio 3).

Coeficiente de
% apoptose sem

Amostra % reducdo NBT CAM correlagdo NBT x
Apoptose
Ensaio 1 16° 10° r =0,2441 (p=0,4968)
(17,3 + 10,03) (11,1 + 5,56) : ’
Ensaio 2 23" 10° [ = -0,2395 (p=0,5052)
(20,8 + 11,07) (11,0 + 7,16) : ’
. 10? 12° _ _
Ensaio 3 r=-0,0518 (p=0,8916)

(20,95 + 16,2) (20,8 + 21,92)
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Quadro 3- Valores medianos (média + desvio padrdo) das porcentagens (%) do
indice apoptético ndo estimulado e com CAM, com 4 horas de incubacédo, de dez
caes higidos submetido a diferentes ensaios: Utilizacdo dos neutrdfilos isolados e
incubados com plasma autélogo (ensaio 1); neutréfilos isolados e incubados com
plasma homdlogo sadio (ensaio 2) e neutrdfilos isolados e incubados com soro
homadlogo urémico (ensaio 3).

Amostra % apoptose sem CAM % apoptose com CAM
Ensaio 1 36A% 49B*
(37,2+£18,1) (48,6 £ 18,7)
Ensaio 2 44 5A% 57,5B?%
(39£19,7) (57,4 £22,1)
Ensaio 3 31,5A% 42B%
(32+£12,1) (48,8 £ 19,6)

* Letras mailsculas ndo coincidentes na mesma linha indica diferenca significante (p<0,05).
Letras mindsculas ndo coincidentes na mesma coluna indica diferenc¢a significante (p<0,05).
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suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no estudo.
Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacGes
aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da
aprovacao pelos pares (peer review).

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em TIiTULO,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdes destes trés
ultimos), AGRADECIMENTOS e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;

b) O(s) autor(es) deve(m) adotar um “nome de guerra” (ndo necessariamente

0 nome de batismo completo), para sua identificacao cientifica:

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 deverd ser apresentado com os elementos constituintes do
Resumo em portugués, podendo ser mais extenso. Ambos devem ser seguidos
de “Index Terms” ou “Termos de Indexacao”, respectivamente;

d) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, dando os mais importantes resultados e conclusdes. Nos trabalhos
em inglés, o titulo em portugués do trabalho, deve constar em negrito e entre
colchetes, logo apos a palavra RESUMO;

e) a Introducdo deve ser breve, com citacdo bibliogréfica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacao do objetivo do
trabalho;

f) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagcdo com
animais, devem constar a aprovacdo do projeto pela Comisséo de Etica local;
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g) em Resultados deve ser feita a apresentacdao concisa dos dados obtidos;
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre
que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar
dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em quadros
extensos;

h) na Discusséo, os resultados devem ser discutidos diante da literatura.

Nao convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de
modo a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as Conclusdes devem basear-se somente nos resultados

apresentados no trabalho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a lista de Referéncias, que so incluira a bibliografia citada no trabalho e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
todos os autores (em caixa alta e baixa), o titulo de cada publicacédo e,
abreviado ou por extenso (se tiver davida), o nome da revista ou obra, usando
as instrucdes 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 elaboracao do texto deverédo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser impressos em uma so face do papel, com margens
de, no minimo, 2,5cm. A formatacdo do original a ser submetido para
publicacdo deve seguir o exemplo de apresentacdo no ultimo fasciculo da
revista (www.pvb.com.br). O texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado
em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final. As
Figuras (inclusive graficos) 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 informac¢des do
programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacéo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apos a palavra ou
frase que motivou a nota. Essa numeracdo sera continua; as notas serao
lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos
os Quadros e todas as Figuras serdao mencionados no texto. Estas remissoes
serao feitas pelos respectivos niumeros e, sempre que possivel, na ordem
crescente destes. Abstract e Resumo serdo escritos corridamente em um sé
paragrafo e ndo deverdo conter citacbes bibliograficas. ¢) no rodapé da
primeira pagina devera constar endereco profissional completo do(s) autor(es)
e E-mail do autor para correspondéncia; d) siglas e abreviacdes dos nomes de
instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, serdo colocadas
entre parénteses e precedidas do nome por extenso; e) citacdes bibliogréaficas
serao feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de dois autores serao citados
pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de
“et al.”, mais o0 ano; se dois trabalhos nao se distinguirem por esses elementos,
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a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras minusculas ao ano,
em ambos. Trabalhos nédo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou
“(Cit. Fulano 19..)"; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera incluida
na lista uma s6 vez. A mencdo de comunicacdo pessoal e de dados ndo
publicados é feita no texto somente com citagcdo de Nome e Ano, colocando-se
na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s)
autor(es). Nas citacGes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara
virgula entre o0 nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula ap6s cada ano; a
separacao entre trabalhos, nesse caso, se farda apenas por virgulas, exemplo:
(Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971);
f) a lista das Referéncias devera ser apresentada com o minimo de pontuacéo
e isenta do uso de caixa alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e
sempre em conformidade com o padrédo adotado no ultimo fasciculo da revista,
inclusive quanto a ordenacdo de seus varios elementos. 3. As Figuras
(graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais, em papel ou outro
suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo quando escaneadas pelo
autor. A chave das convencles adotadas sera incluida preferentemente, na
area da Figura; evitar-se-a o0 uso de titulo ao alto da figura. Cada Figura sera
identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo
namero e o nome do autor; havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada
a parte inferior da figura pela palavra “pé€”. Fotografias deverdo ser
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides”) coloridos. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverao ser enviados como
obtidos (sem tratamento ou alteragdes); na versdo online, fotos e graficos
poderdo ser publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor
for elemento primordial a impressao das figuras podera ser em cores. Para
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em
envelope. 4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacgdes
suficientes para que estas sejam compreensiveis, e serdo apresentadas

no final do trabalho. 5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e
colocados no final do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera
caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho
das colunas; entre esses dois tracos poderd haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas. Nao ha tragos verticais. Os sinais de chamada seréo
alfabéticos, recomecando de a em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo
abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto, a
esquerda
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