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ESTRESSE OXIDATIVO, PRODUÇÃO DE SUPERÓXIDO E A APOPTOSE 
DE NEUTRÓFILOS DE CÃES COM INSUFICIÊNCIA RENAL CRÔNICA

RESUMO – À semelhança do que ocorre em homens e gatos, o estresse 

oxidativo associado à insuficiência renal crônica (IRC) canina pode afetar a 

função dos neutrófilos. Em cães urêmicos com IRC ocorre aumento do 

estresse oxidativo e os neutrófilos tornam-se menos viáveis e funcionais. 

Dezoito cães adultos urêmicos com insuficiência renal crônica foram 

comparados com 10 cães adultos controle. Foram determinados o hemograma, 

a urinálise, o perfil bioquímico plasmático, a peroxidação lipídica plasmática, a 

capacidade antioxidante total (CAT) do plasma, a produção de superóxido, a 

taxa de viabilidade e a apoptose dos neutrófilos. As taxas plasmáticas de uréia 

(P<0,01), creatinina (p<0,01) e colesterol (p<0,001) de cães urêmicos foram 

significativamente superiores aos do controle. Em cães com uremia o volume 

globular (p<0,0001), a densidade urinária (p<0,015) e a peroxidação lipídica 

plasmática (p<0,001) foram significativamente menores quando comparado aos 

do grupo controle. Os neutrófilos de cães urêmicos apresentaram uma maior 

taxa de apoptose espontânea (0,018±0,016 vs 0,30± 0,23, p< 0,001) e induzida 

com Camptotecina (4,34±3,93 vs 26,29±18,52, p<0,01). Comparado aos do 

grupo controle, os valores médios da fluorescência gerada pela produção de 

superóxido dos neutrófilos isolados de cães urêmicos foi menor na presença

(162,93±173,09 vs 49,10±41,22, p< 0,001) e na ausência de estimulo com PMA 

(1182,5± 1253,5 vs 212,9±294,25 p< 0,01). Durante o estresse oxidativo em 

cães urêmicos portadores de IRC ocorre uma aceleração da apoptose que 

diminui o número de neutrófilos viáveis e a produção neutrofílica de superóxido. 

Os mecanismos de como o estresse oxidativo da uremia acelera a apoptose e 

diminui o metabolismo oxidativo dos neutrófilos em cães permanecem a ser 

determinados.

Palavras - chave: metabolismo oxidativo, peroxidação lipídica, capacidade 

antioxidante total, imunossupressão.



OXIDATIVE STRESS, APOPTOSIS AND SUPEROXIDE PRODUCTION OF 
NEUTROPHILS FROM DOGS WITH CHRONIC RENAL FAILURE

SUMMARY - Similar to what occurs in men and cats oxidative stress associated 

with chronic renal failure (CRF) can affect the function of canine neutrophils. In 

uremic dogs with CRF is increased oxidative stress and neutrophils become 

less viable and functional. Eighteen dogs adult uremic patients with chronic 

renal failure were compared with 10 control adult dogs. We measured the blood 

count, urinalysis, serum biochemical profile, lipid peroxidation, plasma total 

antioxidant capacity (TAC) of plasma, the production of superoxide, the rate of 

viability and apoptosis of neutrophils. Plasma levels of urea (P <0.01), 

creatinine (p <0.01) and cholesterol (p <0.001) in uremic dogs were significantly 

above baseline. In dogs with uremia the packed cell volume (p <0.0001), urine 

specific gravity (p <0.015) and plasma lipid peroxidation (p <0.001) were 

significantly lower when compared to the control group. Neutrophils in uremic 

dogs showed a higher rate of spontaneous apoptosis (0.018 ± 0.016 vs. 0.30 ± 

0.23, p <0.001) and induced with Camptothecin (4.34 ± 3.93 vs 26.29 ± 18.52, p 

<0.01). Compared to the control group the mean fluorescence generated by the 

superoxide production of neutrophils isolated from uremic dogs was lower in the 

presence (162.93 ± 49.10 vs 173.09 ± 41.22, p <0.001) and in the absence of 

stimulation with PMA (1182.5 ± 212.9 vs. 1253.5 ± 294.25 p <0.01). During the 

oxidative stress in uremic dogs with CRF is an acceleration of apoptosis which 

reduces the number of viable neutrophils and neutrophil production of 

superoxide. As the mechanisms of oxidative stress in uremia accelerates 

apoptosis and oxidative metabolism of neutrophils in dogs it remains to be 

determined.

Keywords: oxidative metabolism, lipidic peroxidation, antioxidant status, 

immunosuppression
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CONSIDERAÇÕES GERAIS

1. Definição do problema

Conforme estudos realizados no laboratório clínico veterinário da UNESP 

de Araçatuba, ficou constatado que cães e bovinos com quadro inflamatório 

apresentam um aumento do metabolismo oxidativo dos neutrófilos, exceto 

aqueles com quadro de insuficiência renal (SOEIRO et al. 2009). Buscando 

melhor entender a diferença de resposta neutrofílica de animais com e sem 

uremia, constatou-se que os compêndios clássicos de clínica veterinária 

(GRAUER e LANE, 1995; POLZIN et al. 2004 e WARE, 2006) afirmam que 

cães são bastante susceptíveis à insuficiência renal e que esta condição 

promove uma imunossupressão. Porém, tais compêndios veterinários fazem 

referência a estudos realizados em humanos, comprovando a associação entre 

a alta mortalidade por infecções bacterianas em pacientes urêmicos e a 

imunossupressão oriunda da disfunção dos neutrófilos.

2. A uremia e o estresse oxidativo.

Por definição, uremia é o conjunto de sintomas clínicos e alterações 

bioquímicas que estão associados diretamente com a perda crítica de néfrons 

funcionais, comprometendo a capacidade dos rins de depurar o sangue 

(NELSON e COUTO, 2001). A insuficiência renal (IR) é caracterizada pelo 

comprometimento de 75% ou mais das funções renais devido a retenção dos 

restos de produtos nitrogenados não protéicos no corpo, podendo se 
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classificada em insuficiência renal aguda (IRA) ou insuficiência renal crônica 

(IRC),  (CHEW e DiBARTOLA, 1992 ; POLZIN et al.,1995).  

Em cães com rim funcional a taxa de uréia plasmática normal é de 3 – 8 

mmol/L, porém na uremia a concentração plasmática de uréia supera 35 

mmol/L, atingindo valores superiores a 100 mmol/L na insuficiência renal, sendo 

que o nível de creatinina eleva-se na proporção de 1% do valor da uréia (KERR, 

2003).

A IRC é a doença renal mais comum em cães e acomete mais 

frequentemente os animais com idade média de 6,5 anos. Apesar da IRC ser 

considerada irreversível, progressiva e ter mau prognóstico a longo prazo, seu 

portador pode sobreviver com boa qualidade de vida por muitos meses a anos 

(POLZIN et al. 2004).  

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são produzidas normalmente 

em baixo nível pelo metabolismo celular aeróbico e podem interagir e lesionar 

diversas estruturas celulares quando presentes em excesso. O radical 

superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH) são 

importantes ERO presentes nos rins. (HASANOGLU et al., 1994).

A fonte mais importante na geração de ERO pelos glomérulos e células 

tubulares é a liberação11 de oxigênio ativado das mitocôndrias durante a 

respiração oxidativa. A concentração de ERO e a limitação da peroxidação 

lipídica é mantida por meio de defesas antioxidantes (superóxido dismutase, 

catalase, óxido nítrico, vitamina C e E) que interrompem a cadeia de 

peroxidação, removendo os ERO.  (BROWN, 2008).



12

Quando há um desequilíbrio no qual a geração de ERO é superior a 

capacidade dos mecanismos de defesa antioxidante nos rins, os radicais livres 

nas membranas celulares aumentam, resultando no estresse oxidativo 

citotóxico que danificam os componentes celulares, podendo levar a apoptose 

celular (ANAZETTI e MELO, 2007).

Atualmente, pesquisadores têm procurado avaliar esta peroxidação 

lipídica; entretanto, é difícil quantificar os radicais livres produzidos in vivo, pois 

eles têm alta reatividade e meia-vida curta. Hoje, são utilizados métodos que 

medem os produtos de oxidação de lipídeos, proteínas, glicídeos e ácidos 

nucléicos como indicadores indiretos da produção endógena de ERO (MAFRA

et al. 1992). O malondialdeido (MDA) é um aldeído de cadeia curta, sua 

formação ocorre pela decomposição dos hidroperóxidos lipídicos e sua 

concentração tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidação 

lipídica em sistemas biológicos, células e tecidos (BONNES e GUÉRIN, 1992). 

Uma menor atividade das enzimas catalase (CAT), superóxido 

dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) têm sido observadas nos 

pacientes com IRC, sob tratamento conservador e diálise peritoneal domiciliar 

contínua (CAPD), o que sugere que os mecanismos de defesa antioxidantes 

enzimáticos estão diminuídos nos pacientes com insuficiência renal crônica 

(DURAK et al., 1994). 

De acordo com Baliga et al. (1997), existem pelo menos duas razões 

para se considerar os efeitos das ERO na toxicidade das doenças renais: 

primeiro, porque o estudo das ERO atualmente se apresenta como uma área 
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nova e emergente da biologia e, segundo, porque as pesquisas nessa área 

podem oferecer uma oportunidade terapêutica na redução da morbidade em 

pacientes portadores de doença renal.

3.  Estresse oxidativo dos leucócitos na uremia.

Os neutrófilos quando apropriadamente estimulados expressam e 

secretam IL-8 que, dentre vários efeitos biológicos, induz a quimiotaxia e 

ativação dos neutrófilos. Duas vias metabólicas são ativadas durante a 

fagocitose, uma envolve o metabolismo da glicose via hexosemonofosfato e 

outra a via adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH oxidase) que produz 

espécies reativas de oxigênio, incluindo o superóxido (HÜIMIN et al., 2000). O 

IP dispara a liberação de cálcio intracelular [Ca2+]i e o DAG ativa a proteina C 

quinase, de modo que  em neutrófilos esta mudança de [Ca2+]i estimula vários 

receptores e é importante para produção de superóxido. O superóxido 

produzido pela explosão respiratória de neutrófilos ativados depende do 

NADPH da via hexosemonofosfato. O NADPH é oxidada pela ativação da 

enzima NADPH-oxidase que transfere dois elétrons para cada duas moléculas 

de oxigênio, gerando o anion superóxido essencial para função bactericida dos 

neutrófilos (DOBOS et al. 1997). 

O neutrófilo exerce função crucial na defesa do organismo contra as 

infecções e têm sido objeto de extensos estudos, em particular sobre seu 

metabolismo oxidativo e a produção de espécies reativas de oxigênio. Hörl et 

al. (1990) identificaram em paciente com IRC uma proteína inibidora de 
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granulócitos que compromete a atividade quimiotática e o metabolismo 

oxidativo dos neutrófilos diminuindo a atividade glicolítica e níveis de ATP 

intracelular. Estudos também indicam que a uremia afeta a função do receptor 

Fc dos leucócitos e suprime sua atividade glicolítica (RUIZ et al. 2000).

A infecção bacteriana é responsável por 15% das mortes de nefropatas 

terminais e pacientes submetidos à hemodiálise (CENDOROGLO et al.,1999). 

Acredita-se que a alta mortalidade por infecções bacterianas em paciente 

humanos com lesões renais terminais seja devido a ação inibidora da uremia 

sobre a função dos neutrófilos (COHEN et al. 1997). O mecanismo responsável 

pela redução da função neutrofílica em paciente humanos urêmicos ainda não 

é bem entendida, porém é atribuída a sobrecarga de ferro e deficiência de 

zinco, ao aumento de cálcio ionizado intracelular devido hiperpatiroidismo, a 

anemia, a desnutrição e a própria diálise (ANDING et al. 2003). Entretanto, 

estudos que investigam a fagocitose e a produção de ERO em leucócitos de 

pacientes com IR apresentam resultados conflitantes. Antes da diálise, a 

produção espontânea e estimulada de ERO tem sido reportada como normal, 

diminuída ou aumentada (WARD, 1995; HAAG-WEBER et al. 1996; 

GASTALDELLO et al. 2000). 

Várias toxinas urêmicas como o p-cresol e diferentes componentes 

guanidínicos afetam a função do neutrófilo. O p-cresol afeta atividade da 

mieloperoxidase e diminui a explosão respiratória dos neutrófilos de maneira 

dose dependente na IRC (HÖRL, 2001). Os componentes guanidínicos agem 

sobre os neutrófilos inibindo em 50% a produção de superóxido, diminuindo em 
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60% a concentração de ATP e inibindo em 45% a produção de lactato 

(HIRAYAMA et al. 2000).

Hattersley e Engels (1974) observaram em pacientes urêmicos 

hipersegmentação neutrofílica sem anemia macrocítica. Pesquisadores 

acreditam que o metabolismo do ferro e a produção de radicais hidroxil são 

intimamente relacionados com o dano oxidativo do DNA dos leucócitos. 

Usando o 8-hidroxi 2’-desoxiguanosina (8-OHdG) como marcador, Tarng et al.

(2002) demonstraram que o DNA de leucócitos periféricos é progressivamente 

danificado durante o curso da IRC e que estes danos são exacerbados com a 

diálise peritoneal. 

O neutrófilo que sofre apoptose tem suas funções de quimiotaxia, 

fagocitose e produção de superóxido prejudicada (WHYTE et al., 1993). 

Cendoroglo et al. (1999) constataram in vitro que o plasma urêmico acelera a 

apoptose de neutrófilos normais, de modo similar ao observado em pacientes 

urêmicos, entretanto, Majewska et al. (2003) verificaram que a hemodiálise não 

acelera apoptose dos neutrófilos como a uremia, apenas produz um seqüestro 

das células apoptóticas. 

Huimin et al. (2000) verificaram que existe uma diminuição na expressão 

do gene gp-91phox no sangue periférico de paciente com IRC, indicando um 

comprometimento do sistema NADPH-oxidase. Neste estudo verificou-se que 

os paciente submetidos a hemodiálise possuem leucócitos que expressam 

espontaneamente IL-8, sugerindo que as toxina urêmicas, a diálise e/ou a 

anemia  presente nos paciente com IRC promova uma pré-ativação que pode 
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induzir um defeito funcional do neutrófilo. Estudo de Hirayama et al. (2000) 

demonstraram que neutrófilos tratados com componentes guanidinos tiveram a 

produção de superóxido inibida devido a diminuição da concentração de ATP e 

do fluxo glicolítico.  Gastaldello et al. (2000) concluíram que a capacidade de 

produção de H2O2 de paciente com IRC é normal e especula que o aumento do 

metabolismo oxidativo após a hemodiálise está relacionado com a produção de 

fator ativador de plaquetas (PAF).  Diferentemente, Rysz et al. (2004) 

acreditam que a uremia associada à IRC humana favorece o aumento de 

produção leucocitária de H2O2 e diminui a atividade da enzima glutationa 

peroxidase responsável pela decomposição do H2O2 , causando um estresse 

oxidativo.

Em pacientes humanos com IRC observou-se uma correlação linear 

entre os níveis séricos de creatinina e moléculas de adesão leucocitária, 

sugerindo que os rins tenham importante função no seu catabolismo 

(BONOMINI et al., 1998). Há evidências de que os níveis séricos das 

moléculas de adesão dos leucócitos (ICAM-1, VCAM-1 e MCP-1) aumentam 

em paciente hemodialisado provavelmente por aumento de síntese, secreção 

ou excreção (PAPAYANNI et al., 2002).

Enquanto que em humanos o neutrófilo exerce importante função de 

defender o periodonto contra infecções (KHOCHT, 1996), em cães a doença 

peridontal tem sido relacionada com nefropatia (DE BOWES et al. 1996). 

Recentemente, Barbudo-Selmi (2004) verificaram que a resposta inflamatória 

gengival de cães com IRC difere daqueles com função renal normal. Embora 
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tais estudos sugiram que, a semelhança do que ocorre em humanos, a função 

do neutrófilo possa está comprometida em cães nefropatas, não encontramos 

na literatura investigações que confirmem esta hipótese.
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OBJETIVO

Testar in vivo a hipótese de que em cães urêmicos com IRC ocorre 

aumento do estresse oxidativo e os neutrófilos tornam-se menos viáveis e 

funcionais e que este está associado com a diminuição do estado antioxidante 

total do plasma.
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Abreviaturas:
ABTS – 2,2´-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid 

CAM - camptotencina

CAT – capacidade antioxidante total

ERO – espécies reativas de oxigênio

HBSS – solução salina balanceada de Hanks

HE - hidroetidina

IRC – insuficiência renal crônica

MDA - malondialdeido

NADPH – fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina

PMA -  phorbol 12-myristate 13-acetate

PMN - polimorfonucleares

RPMI -  medium RPMI-1640

TBARS – substância reativa ao ácido tiobarbitúrico

RESUMO

Justificativa: À semelhança do que ocorre em homens e gatos, o estresse 

oxidativo associado à insuficiência renal crônica (IRC) canina pode afetar a 

função dos neutrófilos.

Hipótese: Em cães urêmicos com IRC ocorre aumento do estresse oxidativo e 

os neutrófilos tornam-se menos viáveis e funcionais. 
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Animais: Dezoito cães adultos urêmicos com insuficiência renal crônica foram 

comparados com 15 cães adultos controle.

Métodos: Foi determinado o hemograma, a urinálise, o perfil bioquímico 

plasmático, a peroxidação lipídica plasmática, a capacidade antioxidante total 

(CAT) do plasma, a produção de superóxido, a taxa de viabilidade e a apoptose 

dos neutrófilos. 

Resultados: As taxas plasmáticas de uréia (P<0,01), creatinina (p<0,01) e 

colesterol (p<0,001) de cães urêmicos foram significativamente superiores aos 

do controle. Em cães com uremia o volume globular (p<0,0001), a densidade 

urinária (p<0,015) e a peroxidação lipídica plasmática (p<0,001) foram 

significativamente menores quando comparado aos do grupo controle. Os 

neutrófilos de cães urêmicos apresentaram uma maior taxa de apoptose 

espontânea (0,018±0,016 vs 0,30± 0,23, p< 0,001)   e induzida com 

Camptotecina (4,34±3,93 vs 26,29±18,52, p<0,01). Comparado aos do grupo 

controle, os valores médios da fluorescência gerada pela produção de 

superóxido dos neutrófilos isolados de cães urêmicos foi menor na ausência

(162,93±173,09 vs 49,10±41,22, p< 0,001)  e na presença de estimulo com 

PMA (1182,5± 1253,5 vs 212,9±294,25 p< 0,01). 

Conclusão: Durante o estresse oxidativo em cães urêmicos portadores de IRC 

ocorre uma aceleração da apoptose que diminui o número de neutrófilos 

viáveis e a produção neutrofílica de superóxido. Os mecanismos de como o 

estresse oxidativo da uremia acelera a apoptose e diminui o metabolismo 

oxidativo dos neutrófilos em cães permanecem a serem determinados.
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Palavras - chave: metabolismo oxidativo, peroxidação lipídica, capacidade 

antioxidante total, imunossupressão.

ABSTRACT

Background: Similar to what occurs in men and cats oxidative stress 

associated with chronic renal failure (CRF) can affect the function of canine 

neutrophils.

Hypothesis: In uremic dogs with CRF is increased oxidative stress and 

neutrophils become less viable and functional.

Animals: Eighteen dogs adult uremic patients with chronic renal failure were 

compared with 10 control adult dogs.

Methods: We measured the blood count, urinalysis, serum biochemical profile, 

lipid peroxidation, plasma total antioxidant capacity (TAC) of plasma, the 

production of superoxide, the rate of viability and apoptosis of neutrophils.

Results: Plasma levels of urea (P <0.01), creatinine (p <0.01) and cholesterol 

(p <0.001) in uremic dogs were significantly above baseline. In dogs with 

uremia the packed cell volume (p <0.0001), urine specific gravity (p <0.015) and 

plasma lipid peroxidation (p <0.001) were significantly lower when compared to 

the control group. Neutrophils in uremic dogs showed a higher rate of 

spontaneous apoptosis (0.018 ± 0.016 vs. 0.30 ± 0.23, p <0.001) and induced 

with Camptothecin (4.34 ± 3.93 vs 26.29 ± 18.52, p <0.01). Compared to the 
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control group the mean fluorescence generated by the superoxide production of 

neutrophils isolated from uremic dogs was lower in the presence (162.93 ± 

49.10 vs 173.09 ± 41.22, p <0.001) and in the absence of stimulation with PMA 

(1182.5 ± 212.9 vs. 1253.5 ± 294.25 p <0.01).

Conclusion: During the oxidative stress in uremic dogs with CRF is an 

acceleration of apoptosis which reduces the number of viable neutrophils and 

neutrophil production of superoxide. It remains to be determined as the 

mechanisms of oxidative stress in uremia accelerates apoptosis and oxidative 

metabolism of neutrophils in dogs.

Key-words: oxidative metabolism, lipidic peroxidation, antioxidant status, 

immunosuppression.

INTRODUÇÃO

Em humanos, a insuficiência renal é uma importante causa de 

imunossupressão1 que aumenta o risco de morte por infecção bacteriana 

devido a uma disfunção dos neutrófilos2 que está associada ao estresse 

oxidativo.3

Os neutrófilos produzem espécies reativas de oxigênio (ERO) a partir da 

ativação da enzima NADPH-oxidase, gerando o ânion superóxido essencial 

para função bactericida dos neutrófilos.4 Embora as ERO derivadas do 

superóxido sejam necessárias para o mecanismo de defesa dos neutrófilos, os 

radicais livres produzidos em excesso podem lesar diversas estruturas 
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celulares, induzindo assim à peroxidação lipídica e aumentando os níveis de

apoptose.5 O aumento do ânion superóxido em neutrófilos de humanos com 

IRC altera a função da célula endotelial, mesangial e do podócito, além de 

reduzir o fluxo e excreção de sódio renal.6,7

O efeito imunossupressor associado a IRC tem sido pobremente 

investigado na Medicina Veterinária. Recentemente, Kralova et al.8 verificaram 

que diferente do que ocorre em humanos, a IRC em cães não altera a 

capacidade dos neutrófilos de fagocitar. Já Barbosa et al.,9 à semelhança do 

que ocorre  em humanos, verificaram in vitro que o soro de cães urêmicos afeta 

o metabolismo oxidativo e a apoptose dos neutrófilos de cães. O estresse 

oxidativo também foi verificado em gatos com IRC e estes apresentam uma 

diminuição da capacidade antioxidante do plasma e um aumento do 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos.10

Em humanos, é aceito que a viabilidade e função dos neutrófilos são 

afetadas pelo estresse oxidativo e toxinas urêmicas.3 Há evidências de que a 

uremia aumenta a taxa de apoptose e diminui a produção de superóxido de 

neutrófilos humanos.11 Entretanto, são conflitantes os resultados dos estudos 

que avaliaram o estado antioxidante total e endógeno como ácido úrico e 

albumina em pacientes humanos portadores de IRC.12,13

A progressão da IRC em humanos11 e em gatos10 está associada com os 

efeitos deletérios do estresse oxidativo, havendo necessidade de investigar se 

tal estresse igualmente ocorre em cães e se este altera a produção de 

superóxido e a sobrevida dos neutrófilos. Para tal, foi testada a hipótese de que 
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em cães com IRC ocorre estresse oxidativo e que nesta condição os neutrófilos 

tornam-se menos viáveis e funcionais.

MATERIAIS E MÉTODOS

Seleção dos animais 

Foram utilizados 33 cães adultos de várias raças e ambos os sexos, 

agrupados de acordo com o perfil clínico e laboratorial.  Para o grupo IRC

foram selecionados dezoito cães urêmicos atendidos no Hospital Veterinário da 

Faculdade de Medicina Veterinária de Araçatuba, São Paulo, Brasil, os cães 

eram portadores de insuficiência renal crônica equivalente ao estágio III e IV do 

sistema de estadiamento IRIS.14 O grupo controle foi constituído de 15 cães 

sem histórico de doença crônica ou sistêmica, com valores inferiores a 8 

mmol/L de uréia e de 0,8 μmol/L de creatinina, sem qualquer alteração no 

exame físico e laboratorial (hemograma completo, urinálise, dosagem 

plasmática de MDA, capacidade antioxidante total, uréia, creatinina, proteína 

total, albumina, glicose, colesterol e acido úrico). Para a formação dos grupos 

experimentais, todos os cães foram examinados em pelo menos dois diferentes 

momentos. Animais com histórico de tratamento recente que pudesse interferir 

na função renal ou leucocitária foram excluídos do estudo. A pesquisa foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Medicina Veterinária da Universidade Estadual Paulista (COBEA 2007-

006096). 
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Preparação das amostras

Em tubos siliconizados heparinizados a vácuoa, de cada animal foram 

colhidos 4mL de sangue total destinados para isolamento dos neutrófilos e 3mL 

para obtenção de plasma para análises bioquímicas. Em tubos plásticos 

contendo K2EDTAb foram colhidos outros 3mL de sangue total para realização 

do hemograma. O hemograma e o isolamento dos neutrófilos foram realizados 

logo após a obtenção das amostras sanguíneas. O plasma utilizado para as 

análises bioquímicas, quantificação da peroxidação lipídica e determinação da 

capacidade antioxidante total foi acondicionado a -20ºC para posterior análise.

Hemograma, urinálise e bioquímico

As taxas totais de leucócitos, eritrócitos e hemoglobina foram obtidas 

com auxílio de contador eletrônico de células sanguíneasc e o volume globular 

pelo método microcapilar de Strumia (centrifugação 12700 G/5 minutos). A 

contagem diferencial de leucócitos foi feita em esfregaços sanguíneos corados

com corante hematológico panótico rápido comerciald, segundo as 

recomendações e critérios de Jain.15 Todas as análises bioquímicas foram 

realizadas a 37oC em um analisador automatizadoe previamente calibrado com 

calibrador comercialf e reações monitoradas com controles de nível Ig e IIh. 

Utilizando conjunto de reativo comercial, a concentração plasmática de ureia foi 

determinada pelo método enzimático UV urease/Glutamato desidrogenasei; de 

creatinina pelo método cinético Picrato alcalinoj; de albumina pelo método de 

verde de bromocresolk, ácido úrico pelo método enzimático uricase/peroxidasel, 
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do colesterol pelo método enzimático oxidase/peroxidasem e glicose pelo 

método enzimático glicose oxidase/peroxidasen. 

Mensuração do estresse oxidativo 

Além da mensuração dos antioxidantes plasmáticos albumina e ácido 

úrico, foi quantificada a CAT do plasma pelo método de inibição da formação 

de cátion de ABTS®. As análises da CAT foram monitoradas com padrão 

antioxidante específico para automatizaçãop. 

A peroxidação lipídica plasmática foi determinada pela quantificação de 

MDA pelo método de TBARS, utilizando-se um conjunto de reativo comercialq.

A absorbância (530 nm) das reações foi mensurada em um leitor de placar. 

Segundo as recomendações do fabricante, a partir de uma solução padrão 

comercial de MDA (500 ȝM) e utilizando-se programa computacionals, foi 

elaborada uma curva referente às concentrações finais de 0; 0,625; 1,25; 2,5; 

5; 10; 25 e 50 nmol/mL de MDA. Cada ponto da curva foi obtido a partir do 

valor médio de 10 repetições.

Isolamento dos neutrófilos

De cada animal, quatro mililitros de sangue total heparinizado (10 UI/mL) 

foram transferidos para tubos cônicos de polipropileno estéreis contendo duplo 

gradiente de separação composto de volumes iguais (3 mL) de Histopaque-

1119t e 1077u. Após centrifugação a 340 G por 30 minutos, a camada de 

polimorfonucleares (PMN) foi aspirada e lavada duas vezes com solução 
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aquosa de cloreto amônio (4,01g NH4Cl; 0,8 g EDTA-Na; ,42g Na2CO3) para 

total lise dos eritrócitos residuais. Em seguida a amostra foi centrifugada (100 

G) durante cinco minutos com solução salina balanceada de Hanks (HBSS)v

sem Ca2+ e Mg2+ e ao sedimento celular foi acrescido um mililitro de RPMIw. A 

concentração celular foi determinada em hemocitômetro e a viabilidade celular 

estimada pelo método de exclusão do azul tripan.16 A amostra do isolado de 

PMN foi diluída em meio RPMI para obter concentração celular final de 1 x 106

mL, com pureza e viabilidade de neutrófilos igual ou superior a 90 e 95%, 

respectivamente.

Determinação da produção neutrofílica de superóxido

Para a determinação de superóxido dos neutrófilos utilizou-se a sonda 

HE.17,x Resumidamente, em 180 ȝL de suspensão de neutrófilos (1x106/mL) em 

RPMI foi acrescida 20 ȝL uma solução tamponada de HE (0,1 mmol/L) sem e 

com 20 ȝL de PMAy (1,47 ȝmol/mL). Após incubação a 37oC por 15 minutos a 

amostra foi mantida em banho de gelo e protegida da ação luz até o momento 

da leitura. A média de fluorescência foi quantificada em citômetro de fluxo 

capilarz ajustado para o comprimento de onda máximo para emissão (593 nm) 

e excitação (473 nm) do brometo de etídio. Para eliminar debris selecionou-se 

a população com maior tamanho. Os resultados de 10.000 eventos foram 

analisados em programa computacional específicoaa e considerada a unidade 

arbitrária da porcentagem média-x de fluorescência vermelha do brometo de 

etídio formado a partir da oxidação espontânea e estimulada de HE.
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Determinação do índice apoptótico dos neutrófilos

A porcentagem de apoptose espontânea e induzida foi estimada por 

citometria de fluxo capilar, utilizando-se sistema Anexina V-PEbb. Na prova 

induzida, às alíquotas de 100 ȝL de uma suspensão de neutrófilos (1x106/mL) 

foram acrescidas 100 ȝL do indutor Camptotecina (CAM)cc (6,0 ȝM), enquanto 

que na prova não induzida foi acrescida o mesmo volume de RPMI. 

Posteriormente as amostras foram incubadas por uma hora a 37ºC, sendo 

agitadas por um minuto (600 rpm)  a cada 15 minutos em um termociclador 

microprocessadodd. Em seguida, a suspensão de células foi aliquotada em 100 

ȝL e acrescida de 100 ȝL de Anexina V-PE e posteriormente incubada por 20 

minutos em temperatura ambiente e sob proteção da luz. Utilizando-se 

citômetro de fluxo capilaree, os resultados de 10.000 eventos foram analisados 

em programa computacional específicoff, sendo que após a compensação do 

citômetro para o fluorocromo vermelho para reação positiva de 7-AAD e 

fluorocromo amarelo para reação positiva da Anexina V, foi possível quantificar 

três populações celulares: células não apoptóticas (anexina V- e 7-AAD -); 

apoptose inicial (anexina V+ e 7-AAD -) e apoptose final ou necrose (anexina 

V+ e 7-AAD +). 

Análise estatística

Após os estudos das distribuições das variáveis quanto à normalidade e 

homocedasticidade, conforme preconizado por Zar,18 utilizou-se o teste de 
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Kruskal-Wallis e ANOVA para comparar os grupos. Para a correlação das 

variáveis normais foi determinado o coeficiente de Pearson e para as variáveis 

não paramétricas o coeficiente de Sperman. Para comparações múltiplas os 

pós-testes de Tukey e Dunn. As análises estatísticas supracitadas foram feitas 

com auxílio de um programa computacional estatísticogg, sendo considerado 

significativo p< 0,05. 

RESULTADOS

Os valores do perfil hematológico, urinálise e bioquímico dos cães do 

grupo controle e IRC estão sumarizados na tabela 1. A densidade urinária, o 

hematócrito, a capacidade antioxidante total e MDA plasmático de cães 

urêmicos foram significativamente menores que os do controle. Já os níveis 

plasmáticos de colesterol, ureia e creatinina de cães com IRC foram 

significativamente superiores aos do controle, não havendo diferença entre 

grupos quanto ao ácido úrico, albumina e glicose plasmática. 

A produção de superóxido, a viabilidade e taxa de apoptose dos 

neutrófilos de cães com IRC e controle diferiram significativamente (tabela 2). A 

viabilidade e a produção de superóxido dos neutrófilos de cães com IRC foram 

inferiores tantos em repouso com após o estimulo com PMA e CAM. Observou-

se ainda um aumento da  taxa de apoptose em neutrófilos em cães com IRC 

(tabela 2). 
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DISCUSSÃO

Os valores do perfil hematológico e bioquímico dos cães sadios selecionados 

para o grupo controle permaneceram dentro da faixa de normalidade19, 

comprovando assim a higidez destes cães. Os sinais clínicos e o aumento dos 

níveis plasmáticos de colesterol, uréia, creatinina e anemia normocítica 

normocrômica não responsiva (Tab.1) observados durante a seleção dos 

animais do grupo IRC persistiram (tabela 1), permitindo concluir que todos os 

cães desse grupo apresentavam insuficiência renal no estágio III ou IV até o 

momento da avaliação do estresse oxidativo, conforme critérios IRIS.14

Tabela 1 - Os valores médios e desvios-padrão do hematócrito, contagem de leucócitos, 
densidade urinária, capacidade antioxidante total (CAT), malondialdeido (MDA) e outros 
constituintes plasmáticos de cães do grupo controle e com insuficiência renal crônica (IRC). 

* Letras não coincidentes na mesma linha representa diferenças significativas nos teste de Tukey (*) e Dunn(**).

Os antioxidantes plasmáticos albumina e ácido úrico declinaram em 

cães com IRC, entretanto tal declínio não foi tão significativo quanto o da CAT

(Tab.1). A albumina humana exerce importante papel antioxidante durante o 

estresse oxidativo da IRC, porém à semelhança do observado no presente 

Grupo Controle IRC p-value

Hematócrito (%) 48,42± 2,81a 27,8± 13,63b 0,0001

Leucócitos x10³/ul 12,88± 9,22a 19,57± 12,88b 0,023

Densidade urinária (U sp grav) 1,044± 0,018a 1,016± 0,002b 0,0105

Albumina (g/l) 30,36± 3,29a 25,80 ± 5,21ª 0,064

Colesterol (mg/dl) 161 ± 104,74a 291,75 ± 107,43b 0,001*

Creatinina (mg/dl) 1,06 ± 0,10a 4,78 ± 3,29b 0,01*

Glicose (mg/dl) 75,1± 10,67a 85,85 ± 22,74ª 0,11

Ureia (mg/dl) 46,45 ± 9,85a 293,88 ± 173,5b 0,001*

Ac. urico (mg/dl) 1,33 ± 0,59a 1,13 ± 0,77ª 0,73

MDA (nmol/ml) 43,4 ± 8,39a 23,18± 9,38b 0,001**

CAT (mmol/l) 2,73 ± 0,24a 2,01± 0,45b 0,001*
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estudo, a sua concentração plasmática não se altera significativamente.20 A 

albumina plasmática parece ser um marcador de estresse oxidativo pouco 

sensível na IRC, sendo nesta condição melhor observado um aumento da 

concentração de albumina com estrutura molecular alterada pelas ERO.21

Provavelmente devido ao uso de diferentes metodologias, os resultados sobre 

o ácido úrico plasmático em humanos portadores de IR são conflitantes.12,13

O status antioxidante total foi significativamente menor em cães com 

IRC, confirmando que o estresse oxidativo anteriormente descrito em

humanos22 e gatos10 também ocorre em cães. O declínio da CAT observado 

colabora com a hipótese de que outro antioxidante que não a albumina e ácido 

úrico declinam em cães com IRC. Tal diminuição da capacidade antioxidante 

não promoveu um esperado aumento de MDA (Tab.1), pelo contrário, a 

peroxidação lipídica nos plasmas de cães IRC foi inferior. O fato da produção 

de superóxido em cães IRC ter sido muito menor (Tab.2) pode ter contribuído 

para menor formação de MDA, não obstante este grupo ter apresentado uma 

hipercolesterolemia (Tab.1) e a produção de superóxido dos neutrófilos ter 

correlacionado positivamente com o colesterol (r=0,70, p< 0,05) em cães com 

IRC. 
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Tabela 2 - Avaliação do metabolismo oxidativo de neutrófilos de cães sadios e urêmicos com e 
sem ativação do 13-acetato de forbol éster 12-miristato (PMA), expressa em valores médios e 
desvios-padrão da fluorescência vermelha média do brometo de etídio obtida em citômetro de 
fluxo utilizando a sonda hidroetidina (HE). Porcentagem média e desvios-padrão de neutrófilos 
viáveis e em apoptose de cães controle e com insuficiência renal crônica (IRC), com e sem o 
uso de camptotecina (CAM) como indutor de apoptose.

Grupo
Fluorescência média de brometo

Sem PMA Com PMA

Controle 162,93±173,09a 1182,5± 1253,5ª

IRC 49,10±41,22b 212,9±294,25b

p- value 0,001* 0,01*

Grupo
Viabilidade (%)

Sem CAM Com CAM

Controle 99,74±0,20ª 76,02±13,43ª

IRC 97,29±2,42b 60,53±19,53ª

p- value 0,01* >0,05

      Grupo
Apoptose  (%)

Sem CAM Com CAM

Controle 0,018±0,016a 4,34±3,93ª

IRC 0,30± 0,23b 26,29±18,52b

p- value 0,001* 0,01*
* Letras não coincidentes na mesma coluna representa diferenças significativas no teste de Tukey.

Os resultados das investigações sobre o metabolismo oxidativo de 

neutrófilos em IRC em humanos ainda são muito contraditórios, contudo sabe-

se que parte dessas divergências é devido ao método de isolamento dos 

neutrófilos e quantificação das ERO.23 A citometria de fluxo utilizando sondas é 

considerada uma metodologia mais simples, rápida e sensível por permitir 

mensurar o metabolismo oxidativo de milhares de neutrófilos em um período 

muito curto de tempo, refletindo o comportamento celular com maior 

precisão.24-26
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A menor produção de superóxido (Tab.2) comprova a hipótese de que in

vivo a uremia contribuiu para diminuição do metabolismo oxidativo desses 

neutrófilos, podendo ser este um importante mecanismo que afeta a resposta 

imune inata de cães com insuficiência renal, assim como já previamente havia 

sido relatado em humanos23, em gatos10 e in vitro em cães.9 Entretanto tal 

resultado divergiu de McLeish et al.25 e Rysz et al.26 que constataram aumento 

na produção de ERO e de outros que não observaram qualquer alteração no 

metabolismo oxidativo em neutrófilos de pacientes humanos urêmicos.2,29,30

A mensuração da apoptose dos neutrófilos por citometria de fluxo, 

utilizando-se o sistema anexina V-PE, permitiu uma boa avaliação dos 

tratamentos, quantificando e diferenciando simultaneamente a porcentagem de 

células viáveis e de células em apoptose (Tab. 2). A porcentagem de apoptose 

final no teste sem indução em cães sadios e com IRC em média foi 

respectivamente 25 e 87 vezes menor do que nas amostras induzidas, 

demonstrando ser o CAM um bom indutor de apoptose de neutrófilos caninos 

(Tab. 2). Este efeito indutor de apoptose do CAM já havia sido descrito em 

estudos realizados com células neoplásicas,31-33 linfócitos34 e neutrófilos de 

humanos,35 porém não na espécie canina.

À semelhança do que ocorre em humanos36, cães com IRC 

apresentaram uma taxa de apoptose espontânea e induzida significativamente 

maior do que a do grupo controle (Tab.2). Estes resultados contrariam Kralova 

et al.8 que afirmam que a IRC não altera a função dos leucócitos de cães, 

porém é concordante com as observações de Barbosa et al.9 que obtiveram 
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evidências in vitro de que as toxinas urêmicas de cães promovem uma ativação 

inicial do metabolismo oxidativo dos neutrófilos que posteriormente induzem à 

aceleração da apoptose e diminuição da produção de superóxido. Portanto, o 

conjunto dos resultados obtidos in vivo no presente estudo é concordante com 

as observações in vitro9 e colaboram com a hipótese de que na fase inicial da 

uremia ocorre um aumento do metabolismo oxidativo dos neutrófilos, de modo 

que as substâncias oxidantes produzidas se acumulam e causam, apenas 

numa fase mais tardia, dano celular capaz de acelerar a apoptose e afetar a 

produção de superóxido.11

CONCLUSÃO

Ocorre estresse oxidativo em cães com IRC e este está associado com a 

inibição do metabolismo oxidativo e a aceleração da apoptose dos neutrófilos.
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b Vacutainer plus plastic K2 EDTA, Cod. 367841, Becton-Dickson, New Jersey, USA.
c Contador eletrônico hematológico veterinário, Mod. CC-530, CELM, São Paulo, Brasil.
d Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais, Brasil.
e Analisador automático BTS, Mod. 370 plus, BioSystems, Spain.
f Calibrator serum, Cod. 18011, BioSystems, Spain
g Assayed control serum level I, Cod. 18005, BioSystems, Spain.
h Assayed control serum level II, Cod. 18007, BioSystems, Spain.
i Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona, Spain.
j Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona,Spain
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k Albumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona, Spain.
l Uric acid, Cod.11802, BioSystems, Barcelona, Spain
m Cholesterol, Cód.11505, BioSystems, Barcelona, Spain
n Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona, Spain
o Total antioxidante status, cat. NX2332, Randox laboratories, UK
p Anti-oxidants standard, cat. NX2615, Randox laboratories, UK.
q TBARS Assay Kit, cat. 10009055, Cayman Chemical Company, USA.
r Leitor Spectra Count TM, Packard Bio Science Company,U.S.A.
s GraphPad Prism, version 4, GraphPad Software Inc, San Diego, USA
t Histopaque®-1119, Cod. 1119-1, Sigma, St. Louis, USA.
u Histopaque®-1077, Cod. 1077-1, Sigma. St. Louis, USA
v Hanks balanced salt solution (HBSS) modified, Cod. H 9394, Sigma, St. Louis, USA.
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x Hydroethidine™ (Dihydroethidium bromide),Cat. 17084,Polysciences, Inc.,Valley Road,Warrington, USA.
y Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), Cat. P8139, Sigma, St. Louis, USA
z Guava EasyCyte Mini ®,  Guava Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
aa Guava Express, CytoSoft Data Acquisition and Analysis Software. Personal Cell Analysis, v.4.1,                 
2006. Guava Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
bb Guava Nexin Kit, Cat. 4500-0010, Guava Technologies, USA.
cc Camptothecin, Cod. C9911. Sigma, St. Louis, USA.
dd Thermomixer, Eppendorf, Mod. Comfort, Hamburg, Germany.
ee Guava EasyCyte Mini ®,  Guava Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
ff Guava Express, CytoSoft Data Acquisition and Analysis Software. Personal Cell Analysis, v.4.1, 2006. 
Guava Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
gg SAS/STA Software, Statistical Analysis System Institute, 1997, USA.
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study and statement of clinical importance of these conclusions. The results should not be 
restated. 

Introduction:
The introduction should not exceed approximately 500 words.
The introduction is untitled. Please provide a clear statement of the objective and rationale of 
the study, and provide only pertinent references. A brief overview of the topic is appropriate in 
setting the context for the study. Do not review basic physiology, pathophysiology, medical 
principles, or aspects of the disease that were not studied. An extensive review of the subject 
will not be accepted. 

Materials and Methods:
The materials and methods should be provided in sufficient detail that another investigator 
could replicate the study:

Study design should be clearly described using accepted terminology (e.g., randomized double-
blind placebo controlled study, retrospective review of medical records). 
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Common methods or procedures need not be described in detail, and where possible citation 
should be made to techniques that have been reported elsewhere. A statement of animal care 
must be made (e.g., animals were cared for according to the principles outlined in the NIH 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals). A concise description of the statistical 
methods should be provided including analytical software and citation of sources for unusual 
methods. Additional guidelines are included in the Statistical Guidelines for The Journal of 
Veterinary Internal Medicine online at http://mc.manuscriptcentral.com/society 
images/jvim/STATISTICAL GUIDELINES_JVIM.pdf. 

Results:
State concisely, in logical sequence, the results of the study using the following guidelines:

Subheadings may be used for particular sections (e.g., clinical findings, radiographic findings) 
Tables are a concise means of presenting large amounts of numerical data in a logical format. 
Do not reproduce the same data in both tables and figures. 
Tables containing raw data for a number of variables for each individual animal are not 
appropriate. Such data should be provided, either in a table or in the text, using summary or 
descriptive statistics. 
Tables should not contain only two rows with two or more columns or two columns with two 
or more rows (e.g., a table providing hematologic data for one group of animals). Such data 
should be reported in the text. 
Do not editorialize or discuss the implication or importance of results in the “Results” section. 

Discussion:
The discussion should explain the relevance and importance of the study. Excessive detail can 
obscure important findings.

    •  The first paragraph of the discussion should provide an overview of the results and a brief 
description of the importance of these results.
    •  The discussion must be concise. Focus on the novel and innovative aspects and discuss 
the results of your study in light of earlier studies. Do not discuss aspects of the topic that you 
did not study (e.g., treatment options if you did not study treatment).
    •  Address any limitations of your study so that the reader is aware of constraints to 
interpretation of your results. 

Text:
In order to insure consistency in the JVIM, authors are requested to adhere to the following 
guidelines:

When referring to a drug, use the generic name approved by the US Food and Drug 
Administration or recognized as the US-adopted name. The trade name (if one exists), 
manufacturer’s name, city and state abbreviation should be provided in an endnote the 
position of which is marked in the text by a superscripted lower case letter. Begin superscripts 
with letter "a" and label endnotes (including references to abstracts) alphabetically in the 
order in which they appear in the text. For products not approved by the United States Food 
and Drug Administration (FDA), the final concentration of the active ingredient or ingredients, 
identity of excipients, and name and address (as an endnote) of the compounder or 
manufacturer must be provided in the text. 
Laboratory values should be reported in conventional (US) units. Systéme Internationale (SI) 
units can be used in addition to conventional units. 
With the exception of laboratory values as discussed above, all measurements should be 
expressed in metric units. Analyte concentrations should be expressed in conventional units 



52

(e.g., mg/dL, g/dL) but authors may also include Systéme International (SI) units (e.g., mmol/L, 
mol/L). If confusion could result, include other measurement systems in parentheses. 

The JVIM adheres to the principles specified in Nomina Anatomica, Nomina Histologica, 
Nomina Embryologica, Nomina Anatomica Veterinaria and Nomina Anatomica Avium where 
appropriate. The JVIM strictly follows the American Medical Association Manual of Style: A 
Guide for Authors and Editors, 9th edition. 
When describing products or equipment, the generic name should be used in the text and the 
details of the product (brand name, manufacturer, city and state) should be provided in an 
endnote. The endnotes should be labelled with superscripted letters, beginning with “a.” 

B.1.3. References
References are cited in the text and details provided in a numbered list at the end of the 
manuscript. 
Number references consecutively in the order in which they are first cited in text (or tables and 
legends), using Arabic numerals. References must be verified by the author against the original 
documents. Unpublished observations, personal communications, submitted papers not yet 
accepted, and abstracts cannot appear in the reference section. Citations to abstracts should 
be made in the text using superscripted letters (see #1 under "Text" for details) with the 
reference details provided in an endnote. References with 5 or more authors may include the 
names of the first 3 authors followed by “et al.” 
Please see a recent issue of the JVIM for examples of reference format. A complete listing of 
formatting guidelines for references is provided online at htt 
p://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html. 

B.1.4. Tables
Place each table on a separate page, double-spaced. Number tables consecutively, as cited in 
text, and supply a brief title for each. Give each column a short or abbreviated heading. Put 
explanatory matter in footnotes, not the heading: for example - ELISA, enzyme-linked 
immunoabsorbant assay; HR, heart rate. Do not provide tables of values from individual 
animals. Tables can be included at the end of the article file, after References, or submitted as 
a separate file. 

B.1.5. Legends for Illustrations
Legends should be double-spaced, with Arabic numerals corresponding to the illustrations. 
Explain clearly in the legends any symbols, arrows, numbers, or letters used to identify parts of 
the illustrations. For photomicrographs, identify method of staining and magnification. 
Legends should be included at the end of the article file, after References. 

B.1.6. Abbreviations
Spell out any term that will be abbreviated the first time it is used followed by the abbreviation 
in parentheses. Example: gestational diabetes mellitus (GDM). Use only the abbreviation from 
that point forward in the manuscript. Supply a list of abbreviations and definitions unique to 
the article at time of submission. The editor will decide at the time of editing which 
abbreviations will be included in an “abbreviation table” for the published article. The editor 
reserves the right to determine when, and how often, an abbreviation is used. 
The following abbreviations do not need to be spelled out or included in an “abbreviation 
table.”
IM, IV, SC, PO, CC, PCV, ACTH, ELISA, ECG, EKG, PQ interval, PR, QRS duration, QT interval, ST, T 
wave, Pwave, aVR, aVL, aVF. 

B.1.7. Numbers
Use a leading zero on values less than 1. Example: 0.3 instead of .3 
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Do not express numbers using excessive precision. Use the appropriate number of significant 
digits. 
For further details concerning manuscript preparation consult the American Medical 
Association’s Manual for Authors & Editors: Editorial Style and Manuscript Preparation and/or 
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals.

B.1.8. Illustrations
For the electronic submission of your manuscript, the illustrations must be submitted as 
separate files. The system will merge the manuscript and figures together and create a PDF. 
Submit artwork in digital format. Save line artwork (vector graphics) as Encapsulated PostScript 
(EPS) files and bitmap files (halftones or photographic images) as Tagged Image Format (TIFF), 
with a resolution of at least 300 dpi at final size. Do not send native file formats. More detailed 
information on the submission of electronic artwork can be found at http://a 
uthorservices.wiley.com/bauthor/author.asp. 

Black-and-white illustrations, in the form of glossy prints, will be reproduced free of charge, 
but the editor reserves the right to establish a reasonable limit. Color illustrations may be 
published, but the editor reserves the right to decide if color is needed to convey meaning and 
will establish a reasonable limit. 

The following instructions are provided to guide authors in the preparation of figures and 
graphs for publication in JVIM. Figures and graphs must conform to these guidelines in order 
for the manuscript to be considered for publication in JVIM. For preparation of graphs, the use 
of purpose-designed software is usually necessary. Graphs created by Microsoft Excel rarely 
meet the requirements set out below. Do not use color in graphs unless it is absolutely 
necessary (the editors will make the final assessment about the reproduction of color figures). 

Sizing:
Authors should size graphs to 1 column width (8 cm) and half tone images to 2 column width 
(16 cm). The height of the image should be proportional to its width (it is unlikely that height 
would ever be more than 1.5 times width). 

Legend:
The figure legend should stand alone and be explanatory of the graph or figure. The legend 
should include a statement of the number of animals, intervention, variables depicted, an 
explanation of the symbols (key) used in the graph including those used to identify groups of 
animals or variables, or statistical significance. Do not include figure legends in the graph. Do 
not include interpretation of results in the figure legend. 

Photographs:
Photomicrographs: Photomicrographs must be of good visual quality (focus, clarity, color) and 
must include a scale bar. Photomicrographs of hematoxylin and eosin stained tissues will be 
published in black and white. Photomicrographs of tissues stained with other stains may be 
published in color, at the editor’s discretion.

Photographs of animals, organs, or gross lesions: Photographs of animals are rarely useful, but 
if used must be of excellent quality. Photographs of animals must be aesthetically pleasing. 
Photographs of animals that are in obvious pain or discomfort or undergoing experimental 
procedures should not be used. Line drawings are often preferable and a better means of 
depicting abnormalities or procedures. Photographs that are limited to lesions are preferred to 
those of the animal or whole organs. The photograph must be of excellent quality and the 
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lesion must be readily apparent. Use of arrows or other means of identifying the lesion is 
recommended. 

Graphs:

Boxes: Do not include boxes around graphs.

Graph type: Continuous data should be depicted as scatter plots or box plots. Bar graphs, 
either horizontal or vertical, should be reserved for depiction of frequency data (e.g., counts) 
and are not an appropriate means of depicting continuous data. Do not use lines connecting 
data points if doing so implies a temporal relationship between the connected points, when 
such a relationship does not exist. Do not use the “spline” function to produced smoothing or 
interpolation of lines between data points.

Axes: Include only those axes necessary for presentation and interpretation of the data in the 
graph. Usually, this means that graphs should have only left and bottom axes, and no top or 
right axes. There will be graphs in which more than one vertical axis is needed, for example 
when the graph includes 2 dependent variables of different units, but this is the only instance 
in which multiple vertical axes are required.

Grid lines: Do not include grid lines (horizontal, vertical, or both) in graphs.

Data: All graphs that include an estimate of central tendency (mean, median) must include an 
estimate of variance (standard deviation, range, or confidence intervals).

Symbols: Symbols should be unequivocal when reproduced in black and white. Lines should be 
readily identified and discernible in black and white. In bar graphs in which there are multiple 
bars of different fill, the fill and pattern should be such that bars are readily identified in black 
and white. Shades of grey reproduce poorly and are not easily differentiated. Please use solid 
fill (black or white), with or without bold patterns (stripes, lines, cross hatch). 

Font type, size, and color: Use Arial font in all graphs. Internal labels for axis labels, tick labels, 
symbols (e.g., *, †), and notations on the graph should be 8 point font (combination of capitals 
and lower case as necessary). 10 point capital letters (upper case) should be used for 
designating multiple images or graphs within a figure (i.e., A, B, C, D). These designations 
should be BOLD and placed in the UPPER LEFT corner of the individual image within the 
multiple-image figure. 

B.1.9. Supporting Information (formerly known as Supplementary Material) and Video
The Journal, through Wiley-Blackwell, is able to host online approved supporting information 
that authors submit with their paper. Supporting information must be important, ancillary 
information that is relevant to the parent article but which does not or cannot appear in the 
printed edition of the Journal. 

Supporting information will be published as submitted and will not be corrected or checked for 
scientific content, typographical errors or functionality. The responsibility for scientific 
accuracy and file functionality remains entirely with the authors. A disclaimer will be displayed 
to this effect with any supporting information published. 

Supporting information may also be displayed on an author or institutional website. Such 
posting is not subject to the Journal's embargo date as specified in the Copyright Assignment 
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or Exclusive License form. In such cases, it is the author's responsibility to ensure that the 
supplied URL for the supporting information remains valid for the lifetime of the article. 

Neither the Journal nor Wiley-Blackwell provide technical support for the creation of 
supporting information. If technical support is required to output supporting information in a 
suitable format and size as outlined below, authors should seek the assistance of their local IT 
department. 

All supporting information must be supplied with a legend stating what it is, what format it is, 
and where necessary how it was created. 

Further details regarding the format of supporting materials is available at: http:/ 
/authorservices.wiley.com/bauthor/suppmat.asp. 

C.1.1. Other Submissions
The guidelines for letters to the editor, brief communications, case reports, and review articles 
as they relate to title page, illustrations, references, etc., are the same as those for the 
standard paper. 

C.1.2. Letters
Letters must not exceed 1200 words in length, including references, supplemental material 
and authors’ names and addresses. 
The letters to the editor section provides a forum for issues in veterinary internal medicine. 
Letters can relate to any aspect of internal medicine, as well as provide an opportunity for the 
reader to respond to the contents of JVIM. The editors reserve the right to decline to publish 
letters that do not contribute to the discussion, make personal allegations against individuals, 
or are libellous. 
Preliminary findings of new investigations will also be considered for publication in letter 
format. 

Letters should be sent to:
Journal of Veterinary Internal Medicine, 1997 Wadsworth Boulevard, Suite A, Lakewood, CO 
80214-5293; Phone: 303-231-9933 or 800-245-9081 (US or Canada); Fax: 303-231-0880; E-
mail: JVIM@ACVIM.org. 

C.1.3. Brief Communications
Must not exceed 2500 words, excluding references which should be limited to 10, and should 
be clearly marked “Brief Communication.” 

The JVIM contains a separate section of brief communications. This section does not 
necessarily contain conventional subdivisions but must be accompanied by a brief structured 
abstract, in the same form as specified for regular articles (see above), and essential 
references, not to exceed 10. This section is meant to accommodate reports of small 
completed investigations or new techniques. Brief communications usually have the same 
priority for publication as regular manuscripts. 

C.1.4 Case Reports
Case reports should not exceed 2500 words excluding references, which should be limited to 
25, and including tables. 

Case reports should not have an abstract but should have a title page. The accompanying 
letter must indicate why the case is reported (i.e., describe its unique features). 
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The JVIM contains a separate section for case reports. This section will accommodate case 
descriptions of newly recognized clinical entities, cases in which findings or clinical outcome 
are unique or unexpected, or cases in which new diagnostic methods or treatments have been 
used. In order to be considered for publication, case reports must clearly indicate the novel 
nature of the disease or condition being reported, how reporting the case will alter 
conventional diagnosis or treatment of the condition, or how reporting the case will advance 
fundamental understanding of the disease. 

Authors should be aware that the acceptance rate for case reports submitted to the JVIM is 
low with many submissions rejected after editorial review. 

Case reports include a detailed description of each animal in the report. The report should 
focus on the novel aspects of the case and not include a detailed description of routine clinical 
management. Avoid chronological descriptions of animal care and detailed descriptions of 
routine treatment. 

The number of animals in a case report is usually 3 or fewer, and never exceeds 5. For case 
series including more than 5 animals, the report should be formatted as a regular article using 
the Introduction, Materials and Methods, Results, and Discussion format. Results for articles in 
the regular format should be reported as measures of central tendency and variance or range. 

Values for individual animals should not be reported in this format. Note that the JVIM does 
not publish tables with results from individual animals. 

C.1.5. Review Articles

Review articles should not exceed 7500 words (excluding references). 

The use of color illustrations, line drawings and figures in review articles is encouraged. 

Abstracts of review articles are narrative and not structured as are abstracts for regular 
articles. 

Review articles, which may be solicited by the editorial board or submitted unsolicited by the 
authors, are meant to provide the reader with an overview of the state of the art in a 
specialized area of veterinary internal medicine. They should be submitted by individuals who 
are actively working in the area, and not by those who have reviewed the literature as a 
prelude to beginning a project in the area. The review should be informative and of value to 
generalists as well as specialists. 

D.1.1. Permissions
Permissions of author and publisher must be obtained for the use of previously published 
material (e.g., text, photographs, drawings) and must accompany the manuscript when it is 
submitted for publication. 

E.1.1. Editing and Inclusion of Additional Material to Final Draft
The final draft of the manuscript will be edited by one of the Editors-in-Chief. The manuscript 
must be revised to incorporate all of the recommended editorial changes. Furthermore, no 
additional material, except where specifically requested by the Editor-in-Chief, may be added 
to the manuscript during the final revision or galley proof stages. All material contained within 
the manuscript must have been subject to peer review. For this reason, inclusion of additional 
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material (including data, figures, tables and text) is not permitted after review of the 
manuscript. 

F.1.1. Submission
Manuscripts may be submitted only through the JVIM website http://mc.manuscript 
central.com/jvim. 
Authors must submit cover letters, manuscripts and figures as separate files. The system will 
create a PDF when merging the manuscript and figures into one file. 

F.1.2. Submission Fee
A $50.00 non-refundable fee (payable in US funds only) is required at the time of submission. 
The fee can be paid through the e-commerce feature of the manuscript submission website. 
Visa, MasterCard and American Express accepted.

We also accept check/money order (payable to the ACVIM and funds drawn on an American 
Bank) or university purchase order.

If not paying through the e-commerce feature, payment information MUST be included in a 
cover letter submitted with the manuscript (as a separate file) or emailed to JVIM@ACVIM.org
at the time of submission. 

Manuscripts will not be processed unless the submission fee is paid. Payment guidelines are 
online at http://mc.manuscriptcentral.com/societyimages/jvi m/Payment_Options.pdf. 

You can contact JVIM through the ACVIM office: American College of Veterinary Internal 
Medicine, 1997 Wadsworth Blvd., Suite A, Lakewood, CO 80214-5293, Toll free (US and 
Canada): 800-245-9081 Phone: 303-231-9933 Fax: 303-231-0880, JVIM@ACVIM.org. 

Revised April 5, 2011.
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