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Resumo 
 
 

Introdução: O granuloquine (G-CSF) e a Eritropoetina (EPO) são 

hoje reconhecidos, além de suas ações clássicas, como estimulantes para 

células-tronco. Estas por sua vez, possuem um papel benéfico na regeneração 

direta dos tecidos lesados e/ou por ação endócrina/parácrina. Objetivo: 

Avaliar o efeito do granuloquine e da eritropoetina no modelo de lesão renal 

crônica da adriamicina. Materiais e Métodos: Modelo experimental em 

40 camundongos BALB/c inoculados com adriamicina e divididos em 4 

grupos: grupo controle (adriamicina sem tratamento), grupo granuloquine 

(tratado com G-CSF 250�g/kg/dia por 5 dias subcutâneo), grupo eritropoetina 

(tratados com EPO na dose de 4000UI/kg no primeiro dia seguido de 1.000UI 

nos demais 4 dias subcutâneo) e grupo G+EPO (ambos os tratamento 

combinados nas mesmas doses). Ao fim de 6 semanas os animais foram 

sacrificados para a realização de análises bioquímicas, histológicas e de 

imunohistoquímica. Resultados: Não houve diferenças na mortalidade e 

nos parâmetros bioquímicos avaliados (creatinina e albumina) entre os grupos. 

Houve melhora dos parâmetros histológicos com redução do número de áreas 

de atrofia, menor intensidade de fibrose e redução da percentagem de 

esclerose glomerular em todos os grupos de tratamento com relação ao 



Resumo 

 
xiv 

controle. Também observamos aumento de progenitores hematopoiéticos 

(Sca1) e endoteliais (CD34) em todos os grupos de tratamento (G-CSF, EPO e 

G+EPO). Os progenitores mesenquimais (CD105) estavam aumentados nos 

grupos EPO e G+EPO. Correlacionamos a melhora dos parâmetros 

histológicos com os progenitores hematopoiéticos (Sca1 e CD34). 

Discussão: Observamos significativa melhora nos parâmetros histológicos 

dos animais tratados com fatores estimulantes de células-tronco (EPO e G-

CSF). Não houve efeito aditivo dos fatores (grupo G+EPO semelhante aos 

grupos com os fatores isolados). Atribuímos os efeitos benéficos à migração 

de células-tronco principalmente das linhagens hematopoiéticas. 

Conclusão: Os resultados positivos obtidos na histologia encorajam 

estudos adicionais da eritropoetina e do granuloquine como alternativas de 

tratamento para a doença renal crônica. 



Índice 

 
xv 

Índice 
Introdução......................................................................................................................... 1 

Insuficiência Renal Crônica – A magnitude do problema ......................................................... 1 
Terapia Celular – Contribuição no reparo da lesão renal....................................... 3 
Terapia Celular – Tipos de Células-Tronco................................................................... 5 
Células-Tronco Adultas Hematopoiéticas ..................................................................... 8 
Infusão de células progenitoras endoteliais exógenas ............................................. 9 
Infusão de células-tronco hematopoiéticas exógenas .............................................. 9 
Células-tronco Adultas Mesenquimais ......................................................................... 10 
Infusão de células-tronco mesenquimais exógenas ................................................ 11 
Fatores de migração de células-tronco ......................................................................... 14 
Fatores de Migração de células-tronco: G-CSF.......................................................... 16 
Fatores de Migração de células-tronco: Outros Fatores........................................ 20 
Fatores de Migração de células-tronco e a Mobilização de células 
progenitoras endoteliais ..................................................................................................... 21 
Fatores de Migração de células-tronco: Eritropoetina .......................................... 23 
Fatores de Migração de células-tronco: Eritropoetina .......................................... 23 
Modelos de Insuficiência Renal Crônica ...................................................................... 26 

Modelos de Insuficiência Renal Crônica - Nefropatia Induzida pela Adriamicina .27 
Objetivos .......................................................................................................................... 29 
Materiais e Métodos.................................................................................................... 30 

Modelo de Lesão renal ......................................................................................................... 30 
Delineamento dos Grupos.................................................................................................. 31 
Análises Bioquímicas ........................................................................................................... 35 
Avaliação Morfológica ......................................................................................................... 35 
Análise de Imunohistoquímica ........................................................................................ 36 
Análise Estatística ................................................................................................................. 41 

Resultados ....................................................................................................................... 42 
Análises Bioquímicas ........................................................................................................... 46 
Análises Histológicas ........................................................................................................... 49 
Análises de Imunohistoquímica ...................................................................................... 59 
Correlações............................................................................................................................... 66 

Discussão ......................................................................................................................... 72 
Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a Função renal e albumina ................... 73 



Índice 

 
xvi 

Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a lesão renal – parâmetros 
histológicos .............................................................................................................................. 76 
Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a migração de células-tronco............... 81 
Células-Tronco Adultas extra-medula .......................................................................... 89 
Outras Ações dos Fatores de Tropismo: G-CSF ......................................................... 93 
Outras Ações dos Fatores de Tropismo: Eritropoetina.......................................... 98 

Conclusão ...................................................................................................................... 104 

Referências.................................................................................................................... 106 



Introdução                                                                                                       1 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

 

Introdução 

 

Insuficiência Renal Crônica – A magnitude 
do problema 

 

s doenças renais crônicas são um problema de saúde pública 

mundial com progressivo aumento em sua incidência. Nos 

Estados Unidos a prevalência de doença renal crônica tem aumentado a uma 

taxa de 6 a 8% ao ano, em grande parte, devido a elevação no número de casos 

de diabetes e hipertensão arterial(1). Na América latina a prevalência de 

doença renal crônica também é alta e atribuída ao aumento da expectativa de 

vida e do número de casos de diabetes tipo 2. Cerca de 21% da população do 

Chile apresenta alteração na função renal (clearance de creatinina < 

80ml/min); proteinúria foi detectada em 8,6% dos Argentinos, 14,2% dos 

Chilenos e 9,2% nos Mexicanos(2). No Brasil, um estudo realizado em uma 

grande capital do país, mostrou uma prevalência de 30% de hematúria e 6% de 

proteinúria em voluntários que se apresentaram para uma campanha de 

prevenção da doença renal(3). Lugon et al., estimaram a prevalência de 

doença renal crônica no Brasil no ano de 2007 em aproximadamente 540 

A 
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casos por milhão de habitantes e calcularam em 15 milhões o número de 

brasileiros com insuficiência renal crônica  (clearance de creatinina < 

60ml/min)(4). Pela análise destes dados podemos estimar que uma parcela 

significativa da população mundial apresente alterações da função renal. Com 

o aumento da expectativa de vida e dos fatores de risco tradicionais 

observamos, hoje, uma elevação nos casos de insuficiência renal. Estratégias 

de rastreamento para detecção precoce como a campanha “previna-se”(5) são 

de fundamental importância para o manejo da doença renal em tempo 

adequado. Porém, até mesmo com a melhoria das políticas de saúde pública e 

o acesso da população a tratamentos que incluam medidas de nefroproteção, 

em uma boa parcela a lesão renal progredirá evoluindo para necessidade de 

terapia de substituição renal. Essa realidade é constatada ao observarmos o 

progressivo aumento no número de pacientes em terapia renal substitutiva no 

mundo e na América Latina(6). Dado o exposto, não parece ser possível até o 

momento bloquear completamente a evolução das nefropatias.  
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Terapia Celular – Contribuição no reparo da 
lesão renal 
 

 Devido à elevada prevalência das doenças renais crônicas, alternativas 

de tratamento como as terapias celulares são hoje motivos de estudo. As 

células-tronco já demonstram efeitos promissores em experimentos com 

animais e em ensaios clínicos com seres humanos para o tratamento de 

insuficiência cardíaca congestiva(7), infarto agudo do miocárdio(8) e doença 

de Parkinson(9).  Para o rim as células-tronco adultas parecem também 

exercer efeitos protetores pela sua capacidade em regenerar o tecido lesado 

diferenciando-se em túbulos, capilares e células do glomérulo. Os estudos 

ainda estão em fase de experimentação com animais embora apresentem 

resultados promissores(10).  

 Vários estudos comprovam a participação das células-tronco no reparo 

do tecido renal demonstrando sua ação na reparação de túbulos(11), células 

endoteliais(12) e células mesangiais dos glomérulos(13). Poulsom et al., 

utilizando camundongos fêmeas, que receberam transplante de medula de 

camundongos machos, demonstraram a presença de células tubulares com 

cromossomo Y, por técnica de hibridização, nos rins desses animais sugerindo 

diferenciação de células-tronco circulantes em túbulos(11). Ikarashi et al., 

através de transplante de células-tronco marcadas com proteínas fluorescentes 
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no modelo de glomerulonefrite anti-Thy-1.1, encontraram as células marcadas 

no endotélio dos glomérulos sugerindo sua diferenciação em células 

endoteliais(12). De forma semelhante, Masuya et al., demonstraram que a 

infusão de células-tronco hematopoiéticas, também marcadas com proteínas 

fluorescentes, foram encontradas no mesangio dos glomérulos indicando sua 

diferenciação em células mesangiais(13). Assim, evidências experimentais 

apontam para um efeito direto das células-tronco na regeneração de túbulos, 

células endoteliais e mesangiais dos glomérulos. 

 Recentemente, entretanto, as observações de outros pesquisadores 

mostraram que nem sempre as células-tronco adultas agem através de 

mecanismos de diferenciação diretos como os mencionados acima e que sua 

ação deve-se mais a produção de fatores protetores por via 

endócrina/parácrina do que pela diferenciação nas células lesadas(14). Assim 

não está claro o mecanismo exato do benefício das células-tronco para o 

tecido renal, porém seja pela diferenciação direta, seja por ação de fatores 

locais elas parecem exercer proteção. 

 



Introdução                                                                                                       5 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

Terapia Celular – Tipos de Células-Tronco 

 

Dentre os tipos de células-tronco estudadas para o tratamento da lesão 

renal figuram as células-tronco embrionárias e as células-tronco adultas(15). 

Por razões éticas e legais os estudos com células-tronco embrionárias são 

restritos devido aos potenciais problemas gerados pela manipulação de células 

embrionárias humanas. Outro obstáculo é a capacidade destas células em 

transformar-se em teratomas(16). Assim, as células-tronco adultas são mais 

utilizadas na prática devido a facilidade de obtenção, presença abundante na 

medula óssea e também pela presença em tecido extra-medula (ex. rim e 

fígado)(17).  

As células-tronco adultas dividem-se em duas grandes linhagens: as 

células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais(18). A 

linhagem hematopoiética originará as células sanguíneas e a linhagem 

mesenquimal pode originar outros tipos celulares como condrócitos e 

osteócitos (Figura 1). A localização preferencial destas células é na medula 

óssea, entretanto, alguns estudos recentes tem apontado a existência de 

células-tronco adultas em tecidos extra-medula como o tecido renal(19).  
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Figura 1. Divisão de linhagens de células-tronco na medula. As células-tronco 
hematopoiéticas (HSC) dão origem aos progenitores linfóides e aos 
progenitores mielóides. Os progenitores linfóides dão origem às células 
“natural killer” (NK), linfócitos T e linfócitos B. Os progenitores mielóides 
dão origem aos neutrófilos, basófilos, macrófagos, eosinófilos e aos eritrócitos 
e plaquetas. Do estroma da medula óssea, as células mesenquimais (MSC) dão 
origem a osteócitos, condrócitos, células estromais e fibroblastos. Outros tipos 
celulares também podem se originar das células mesenquimais como tecido 
muscular, hepático e renal.  

 

MSCMSC
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Para o estudo terapêutico destas células alguns trabalhos avaliaram a 

infusão de células-tronco da medula e outros o papel das células-tronco 

existente no próprio rim. 

Para os experimentos realizados com transplante de células-tronco 

adultas da medula podemos usar diferentes técnicas de rastreamento para 

assegurar a origem das células-tronco como provenientes do doador. Estas 

técnicas envolvem a conjugação com proteínas fluorescentes(12;13) ou a 

presença de cromossomo Y usando doador de sexo masculino em receptor de 

sexo feminino(11).  

Outros estudos identificaram linhagens de células-tronco adultas 

presentes no próprio tecido renal como responsáveis pela recuperação em caso 

de agressão. Estas células foram encontradas em diferentes compartimentos 

renais como a papila, interstício, glomérulo e túbulos proximais(19-21).  
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Células-Tronco Adultas Hematopoiéticas 

 

As células hematopoiéticas são precursoras de células sanguíneas 

(eritrócitos e leucócitos), entretanto, elas podem apresentar uma maior 

plasticidade diferenciando-se em células do trato gastrointestinal, pele, fígado 

e pulmão(22). Estas células são encontradas na medula óssea (Figura 1) onde 

correspondem a 0,05 a 0,5% do total. Também foram encontradas no sangue 

periférico e no sangue do funículo umbilical(23).  

As células-tronco hematopoiéticas podem ser reconhecidas pela 

expressão de marcadores de superfície como CD45 e c-Kit (receptor de 

tirosina quinase) e Sca-1 (uma glicoproteina de membrana)(24). Recentemente 

foi descoberta uma linhagem derivada das células hematopoiéticas 

denominadas de células progenitoras endoteliais. Estas células expressam 

marcadores em conjunto com as hematopoiéticas e outros marcadores 

específicos como CD34, CD133 e VEGF-R2 conhecido também como Flk-

1(24-26).  

Assim as linhagens puramente hematopoiéticas são positivas para c-Kit+ 

e Sca-1+ e negativas para CD34- e Flk-1-(27). Já as linhagens progenitoras 

endoteliais expressam CD34+, Flk1+ e em fases iniciais CD133+. 
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Infusão de células progenitoras endoteliais 
exógenas  
 

Os estudos com a infusão de células progenitoras endoteliais para o 

tratamento da lesão renal ainda estão em fase inicial de investigação(25).  Esse 

tipo celular tem a capacidade de regenerar vasos lesados através da 

diferenciação em células endoteliais ou células da camada muscular durante o 

processo de neovascularização(24;28). Uchimura et al., demonstraram em 

modelo de glomerulonefrite anti-Thy1.1, que a administração de células 

progenitoras endoteliais promoveu aumento do endotélio nos capilares 

glomerulares dos animais tratados reduzindo, assim, a lesão endotelial(29).  

 

 

Infusão de células-tronco hematopoiéticas 
exógenas 
 

Alguns estudos apontam as células hematopoiéticas como protetoras em 

modelos de insuficiência renal aguda. Lin et al., mostraram a regeneração de 

células epiteliais tubulares pelo transplante de células-tronco hematopoiéticas 

em modelo de isquemia e reperfusão(30). 
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Apesar do estudo de Lin et al.(30), a infusão de células-tronco 

hematopoiéticas, excluídas as recém descobertas progenitoras endoteliais, não 

parecem demonstrar efeito benéfico tanto quanto as células-tronco 

mesenquimais. Após os trabalhos de Morigi et al.(31), os estudos que 

trabalham com infusão celular direta têm se voltado para as células 

mesenquimais. Esses autores mostraram, em modelo de insuficiência renal 

aguda por cisplatina, que a infusão de células mesenquimais protegeu os 

animais de lesão através de sua diferenciação nos túbulos lesados. O 

tratamento com células-tronco hematopoiéticas não ofereceu semelhante 

proteção.  

 

Células-tronco Adultas Mesenquimais 

 

As células-tronco mesenquimais estão presentes no estroma da medula 

óssea e são responsáveis pela formação da matriz extra-celular (Figura 1). 

Estas células representam 0,01 a 0,0001% de todas as células da medula(23).  

Elas podem ser identificadas pela característica de adesão em substrato 

plástico quando cultivadas in-vitro. Em cultivos as células mesenquimais 

geram osteócitos, condrócitos e adipócitos. Tem sido descrita também sua 
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diferenciação em outros tipos celulares não mesenquimais como tecido 

hepático, renal, cardíaco e células neurais(32).  

Sua identificação pode ser feita pela expressão de marcadores de 

superfície como o CD90, CD73, CD105, CD44 e CD29 e também pela 

ausência dos marcadores hematopoiéticos como CD34 e CD45(24).  

 

Infusão de células-tronco mesenquimais 
exógenas 
 

Existem evidências de que as células-tronco mesenquimais também 

contribuam para o reparo da injúria em modelos de insuficiência renal aguda e 

como observado por Morigi et al.(31), sejam mais relevantes que a infusão da 

linhagem hematopoiética. Em modelo de IRA em ratos, por injeção de 

glicerol, a administração de células-tronco mesenquimais promoveu melhora 

da função renal. Nesse modelo de IRA ocorre extensa necrose tubular e pode-

se observar migração das células-tronco para o rim lesado após 21 dias bem 

como sua diferenciação em células tubulares, promovendo a recuperação da 

injuria aguda(33).  

Mais uma vez não se sabe o exato mecanismo de ação dessas células. 

Ele pode ocorrer através da diferenciação direta no tecido lesado ou por ação 

parácrina(34). Outro mecanismo envolvido seria uma possível ação 
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imunossupressora inibindo a maturação de células dendríticas e suprimindo a 

ação de células T, B e NK(35). 

Os modelos com células-tronco mesenquimais envolvendo insuficiência 

renal crônica são escassos na literatura e os resultados parecem menos 

promissores que os modelos de insuficiência renal aguda. Choi et al., 

estudando o efeito de células-tronco mesenquimais em um modelo de doença 

renal crônica (nefrectomia 5/6) não demonstraram melhora na função renal 

dos ratos tratados com a infusão dessas células, porém observaram maior 

ganho de peso e menor proteinúria no grupo tratado(36).  

Magnasco et al., utilizando o modelo de nefropatia por adriamicina em 

ratos também não observaram efeitos positivos no tratamento com células 

mesenquimais. Tanto na infusão concomitante quanto após a agressão as 

células-tronco mesenquimais não promoveram queda da proteinúria ou 

redução da progressão para insuficiência renal crônica. Os autores sugerem 

ausência de efeito benéfico das células mesenquimais nesse modelo(37). 

Assim, os resultados dos trabalhos, que trataram a lesão renal com 

infusão direta de células-tronco adultas da medula (hematopoiéticas ou 

mesenquimais) obtiveram resultados de proteção nos modelos de insuficiência 

renal aguda, em especial para a linhagem mesenquimal(38). Os modelos de 
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insuficiência renal crônica, mesmo na infusão concomitante a agressão, não 

produziram resultados positivos até o momento(36;37).   
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Fatores de migração de células-tronco 

 

Além do efeito direto da infusão dos vários tipos celulares envolvidos 

(células-tronco adultas mesenquimais, hematopoiéticas ou células-tronco 

embrionárias) podemos também beneficiar o tecido lesado com a produção de 

fatores de proliferação e migração (fatores de “homing”)(39).  

Os fatores de proliferação e migração têm importante papel na 

recuperação do tecido lesado. Esses fatores são também chamados de fatores 

de tropismo ou na denominação em inglês conhecidos como “homing”. 

Acredita-se que seu mecanismo de ação deva-se ao estímulo de migração de 

células tronco-adultas da medula tanto hematopoiéticas quanto mesenquimais. 

Apesar de bem estabelecido que na infusão de células-tronco adultas exógenas 

a linhagem mesenquimal é superior a hematopoiética isto não é claro para as 

células-tronco produzidas pelo próprio organismo (endógenas). Para as 

células-tronco endógenas não se conhece o papel de cada uma dessas 

linhagens (hematopoiéticas e mesenquimais) no reparo ao tecido lesado(24) 

(Figura 2).  
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Figura 2. Papel das células-tronco endógenas, exógenas e do fator G-CSF 
(fator de “homing”) na recuperação da lesão tubular aguda. As células-tronco 
mesenquimais (MSC) exógenas desempenham papel reconhecido na 
recuperação da lesão renal aguda (seta larga), as células-tronco adultas 
hematopoiéticas (HSC) exógenas exercem papel menos relevante (seta 
pontilhada). As células progenitoras endoteliais (EPC) derivam das células 
hematopoiéticas e podem contribuir para o reparo da lesão renal (seta contínua 
fina). Não se sabe a importância de cada linhagem (mesenquimais ou 
hematopoiéticas) das células-tronco endógenas na recuperação da injúria renal 
(seta larga a direita). O fator de tropismo G-CSF contribui para a mobilização 
da linhagem hematopoiética das células-tronco endógenas. Os mecanismos 
benéficos desses tipos celulares devem-se a transdiferenciação direta em 
células tubulares ou a atividade endócrina/parácrina como a produção de 
VEGF, IGF-1 ou PGE2.  

G-CSFG-CSF
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Fatores de Migração de células-tronco: G-
CSF 
 

Dentre os fatores de “homing”, o fator estimulante de colônias 

granulocíticas (G-CSF) tem reconhecido papel em mobilizar as células-tronco 

hematopoiéticas da medula e da circulação periférica(40). O fator G-CSF tem 

sido bastante estudado para tratamento das lesões cardíacas isquêmicas em 

eventos pós-infarto agudo do miocárdio ou em angina com resultados 

promissores(41;42). Existem evidências, em ratos, que o G-CSF promove a 

migração de células-tronco da medula para a área isquêmica do miocárdio 

com sua diferenciação em cardiomiócitos(43). No caso do rim, o uso de G-

CSF para a prevenção da lesão mostra resultados conflitantes.  Alguns estudos 

apontam para um benefício com o uso de G-CSF (44-46) e outros, entretanto, 

não encontraram semelhante resultado obtendo piora da lesão renal(47). O 

racional para o uso do G-CSF se faz devido sua propriedade de mobilização 

de células tronco-adultas para o tecido lesado com possível ação local de 

regeneração e/ou atividade parácrina. Porém, um possível efeito colateral é o 

aumento da inflamação (devido ao aumento de granulócitos) que a 

mobilização com esse fator pode causar.  

Há evidências de que o fator G-CSF tem sua produção aumentada frente 

a estímulos isquêmicos. Zhang et al., demonstraram o aumento da expressão 
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de G-CSF na circulação e em túbulos renais em modelo de isquemia-

reperfusão(48). Vários autores testaram então a aplicação exógena deste fator.  

Assim, no estudo de Iwasaki et al., em modelo de lesão renal aguda pela 

cisplatina em camundongos BALB/c, a lesão renal foi atenuada com a infusão 

de G-CSF que mostrou menor valor de creatinina ao fim do estudo e maior 

sobrevida dos camundongos tratados. O mesmo resultado não foi observado 

com a infusão de M-CSF (estimulante de colônias de macrófagos), porém a 

infusão combinada (G-CSF e M-CSF) resultou na melhor sobrevida. No 

mesmo estudo, a administração de G-CSF após 1 mês da infusão de células 

tronco mesenquimais marcadas com flurosceína, promoveu migração dessas 

células-tronco para os túbulos. Assim os autores concluíram que o G-CSF 

estimula a migração de células-tronco para o tecido lesado promovendo sua 

recuperação funcional(45).  

Já no estudo de Nishida et al., com o mesmo modelo de lesão renal, a 

injúria foi atenuada com a infusão de G-CSF mostrando melhora da creatinina 

e redução do número de apoptose das células tubulares do grupo tratado. 

Nesse estudo a análise de células-tronco hematopoiéticas CD45+, c-Kit+ e 

CD34+ presentes no rim, ao fim do estudo, no grupo tratado não foram 

diferentes do controle sugerindo que outros mecanismos além da migração 
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direta de células-tronco ao tecido lesado podem estar envolvidos na proteção 

exercida pelo G-CSF(46). 

Dentre os estudos negativos, Togel et al., em modelo de insuficiência 

renal aguda por isquemia-reperfusão mostraram que os animais tratados com 

G-CSF apresentaram piora da função renal. Já os animais tratados com G-CSF 

junto com ciclofosfamida tiveram evolução semelhante ao controle. A piora, 

do grupo G-CSF, foi atribuída ao efeito inflamatório de neutrófilos que 

migraram ao tecido sob a ação desse fator. Esse efeito não foi observado 

quando o número de leucócitos estava reduzido por efeito da ciclofosfamida 

no grupo G-CSF+ciclofosfamida. Assim a migração de leucócitos circulantes 

parece ser importante para a resposta à agressão do tecido renal e o G-CSF, ao 

estimular a granulocitose pode, em teoria, aumentar a inflamação com efeitos 

deletérios sobre a isquemia-reperfusão(47). 

De modo diferente Stokman et al., em modelo de lesão renal aguda 

idêntico ao acima descrito (isquemia-repersufão) junto com transplante de 

medula e estímulo com G-CSF mostraram que o grupo estimulado com o fator 

teve evolução melhor do que o controle com redução dos níveis de uréia e 

creatinina. Apesar do G-CSF aumentar os granulócitos séricos no grupo 

tratado, eles estavam presentes em menor número no tecido renal em relação 

ao controle diferentemente do que mostraram Togel el al(47). Também nesse 



Introdução                                                                                                       19 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

estudo não foi possível encontrar um aumento no número de células-tronco no 

grupo G-CSF e assim o efeito benéfico do tratamento não pode ser explicado 

apenas pela mobilização de células-tronco e sua diferenciação nos tipos 

celulares lesados(49). 

Em resumo, nos modelos de lesão renal aguda (cisplatina ou isquemia-

reperfusão) o efeito do G-CSF parece benéfico com proteção da função renal.  

Já os estudos de G-CSF descritos com lesão renal crônica são escassos na 

literatura. Stokman et al., estudando um modelo de lesão renal crônica 

(obstrução ureteral unilateral) e estímulo de G-CSF junto com SCF (fator 

estimulante de células-tronco) observaram um aumento de células-tronco 

circulantes periféricas por citometria de fluxo, entretanto, sem melhora da 

fibrose, do dano renal e da resposta inflamatória no grupo tratado. Assim 

nesse modelo de lesão renal crônica a administração concomitante de G-CSF 

com SCF não preveniram a evolução da nefropatia no rim obstruído(50).  

Dado o exposto, atualmente, o fator G-CSF é reconhecido além de suas 

funções sobre o sistema hematológico em pacientes neutropênicos e passa a 

ser utilizado como fator de migração para células-tronco adultas, em especial 

da linhagem hematopoiética. Como discutido acima sua ação sobre a função 

renal em modelos de insuficiência renal aguda é controverso, entretanto, na 

maioria dos estudos ele aparece com fator de melhor prognóstico(44-46). Já na 
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insuficiência renal crônica os modelos ainda são menos estudados e os 

resultados até o momento não são positivos para o G-CSF(50). 

Quanto ao seu mecanismo de ação ainda não existe consenso. Não 

podemos atribuir suas ações apenas pelo tropismo de células-tronco para o rim 

lesado já que vários estudos mostraram melhora da função renal, mas foram 

incapazes de demonstrar a migração de células-tronco(46;49). Seu mecanismo 

de ação é complexo e não está bem definido sendo prováveis as seguintes 

ações: modulação da ação de neutrófilos, mobilização de células-tronco 

hematopoiéticas, estimulo da migração e proliferação de células endoteliais, 

efeito direto do G-CSF sobre as células tubulares e efeito de modulação sobre 

as células T(40).  

 
Fatores de Migração de células-tronco: 
Outros Fatores 
 

Outros fatores estimulantes de progenitores de células-tronco têm sido 

estudados com aplicações clínicas relevantes. Os mais estudados são: 

eritropoetina (EPO), fator estimulante de colônias granulocíticas (G-CSF), o 

fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e o 

fator estimulante de células-tronco (SCF)(51). Como já mostrado o G-CSF 



Introdução                                                                                                       21 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

parece ser promissor em modelos de insuficiência renal aguda e ainda pouco 

estudado em modelos de insuficiência renal crônica.  

Fatores de Migração de células-tronco e a 
Mobilização de células progenitoras 
endoteliais 
 

A mobilização de células progenitoras endoteliais é um importante 

mecanismo de ação destes fatores de tropismo para células-tronco. Assim os 

fatores acima atuariam principalmente sobre a linhagem hematopoiética 

promovendo sua transformação em progenitores endoteliais e estimulando a 

sua mobilização da medula óssea e também de outros locais tais como tecido 

muscular, adiposo e outros como o próprio tecido renal(25).  A mobilização 

pode ser produzida pelos seguintes fatores: lesão tecidual, produção do fator 

induzido pela hipóxia (HF-1), produção de VEGF, eritropoetina, G-CSF e 

fator de crescimento derivado da placenta (PIGF)(25;26) (Figura 3). Nishida 

et al.(40), atribuíram o mecanismo de ação do G-CSF a diversos fatores nem 

sempre relacionados ao tropismo direto e migração para o tecido lesado. 

Entretanto, Powell et al., demonstraram que a administração de G-CSF 

promoveu a mobilização de células progenitoras endoteliais em pacientes com 

doença isquêmica do miocárdio(52). Assim, permanece a dúvida sobre o exato 

mecanismo de ação dos fatores de tropismo. 
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Figura 3. Provável mecanismo de ação dos fatores de tropismo para células-
tronco hematopoiéticas na lesão renal aguda. Os fatores G-CSF, eritropoetina 
e VEGF estimulam a medula óssea a produzir células-tronco hematopoiéticas 
(HSC) endógenas que se diferenciam na linhagem progenitora endotelial 
(EPC). Em menor grau estes fatores estimulam as células-tronco 
mesenquimais (MSC). Os mesmos fatores também estimulam outros nichos 
extra-medula como tecido ósseo e adiposo a liberarem os progenitores 
endoteliais que atuam reparando o tecido renal lesado. As células tubulares, 
em resposta a hipóxia liberam o fator induzido pela hipóxia (HF-1) que 
contribui em estimular a produção de eritropoetina e VEGF. 
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Fatores de Migração de células-tronco: 
Eritropoetina 
 

A eritropoetina é um hormônio bem conhecido por sua capacidade em 

estimular a formação e diferenciação de precursores eritróides da medula 

óssea. Ela é liberada na circulação pelas células intersticiais do rim 

(fibroblastos) em resposta a hipóxia e age através de ligação em receptores 

específicos (EPO-r) nos precursores eritroides. A produção de hemácias é 

assim estimulada através da inibição da apoptose de eritroblastos imaturos 

levando a sua diferenciação e maturação(53). Quando usada em altas doses 

(300UI/kg a 5.000UI/kg) pode prevenir a lesão renal aguda(54). O mecanismo 

de ação sugerido é a proteção das células tubulares renais através da inibição 

da apoptose celular pela inibição das caspases 3, 8 e 9 no túbulo proximal(55). 

Outro possível mecanismo de ação deve-se ao estimulo de recrutamento de 

progenitores endoteliais da medula(56) (Figura 3). 

O papel da eritropoetina na lesão renal aguda por isquemia-reperfusão é 

bem estudado sendo reconhecidos os efeitos benéficos da EPO na recuperação 

da função renal pelos mecanismos de inibição da apoptose tubular(55;57-59).  

Yang et al., usando modelo de IRA por isquemia-reperfusão mostraram 

que a administração de EPO na dose de 3000UI/kg em pré-condicionamento 

resultou em menor creatinina e menor número de células apoptóticas nos 



Introdução                                                                                                       24 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

túbulos no grupo tratado(59). Imamura et al., com o mesmo modelo, também 

observaram redução de células apoptoticas nos túbulos renais e sugerem a 

participação do HF-1 (fator induzido pela hipóxia)(57). 

Em modelos de IRA por cisplatina a eritropoetina também aparece com 

ação protetora da função renal(60;61). Bagnis et al., estudando o efeito da 

eritropoetina na dose de 100UI/kg por 9 dias mostraram melhora da função 

renal no grupo tratado(60).  

De maneira semelhante a eritropoetina também parece proteger outros 

órgãos de insultos tóxicos por mecanismos anti-apoptóticos. Estudos com 

cardiopatia induzida pela adriamicina mostram proteção nos grupos tratados 

com a EPO(62-65).  

Estudos usando eritropoetina ou seus análogos em modelos de doença 

renal crônica ainda são escassos na literatura. Noiri et al., utilizando 

darbepoetina, um análogo da eritropoetina de ação prolongada, com modelo 

de adriamicina em ratos mostraram proteção da darbepoetina no grupo tratado 

tanto na função renal quando na lesão cardíaca induzida pela adriamicina. O 

grupo tratado apresentou menores níveis de uréia, creatinina, menor massa de 

ventrículo esquerdo e menos alterações fibróticas(66). Em resumo, os estudos 

com EPO e insuficiência renal aguda mostram proteção da lesão tubular 

isquêmica nos diversos modelos experimentais(55;57-61). Para a insuficiência 
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renal crônica, apesar do menor número de estudos, o fator também apresenta 

resultados de proteção da nefropatia(66).  
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Modelos de Insuficiência Renal Crônica 

 

Para a realização do presente trabalho utilizamos o modelo de doença 

renal crônica da nefropatia por adriamicina. Outros modelos descritos na 

literatura são: a obstrução ureteral unilateral e a nefrectomia 5/6.  

 O modelo de obstrução ureteral unilateral é descrito como um modelo 

de fibrose e doença renal progressiva de praticamente qualquer etiologia. A 

obstrução ureteral leva a alterações hemodinâmicas e metabólicas. Logo após 

a obstrução ocorre hidronefrose seguidas de lesão tubular com apoptose e 

necrose das células tubulares bem como infiltrado de macrófagos no 

interstício. A produção de TGF-� pelos macrófagos é responsável pela 

apoptose/necrose das células tubulares e pela transdiferenciação dos túbulos 

em fibroblastos. A proliferação de fibroblastos e miofibroblastos no interstício 

leva a um excesso de deposição de matriz extra-celular com conseqüente 

fibrose(67).  

 O modelo de nefrectomia 5/6 envolve a remoção de parte significativa 

do parênquima renal levando a hipertrofia compensatória seguida de 

hipertensão, proteinúria e redução da função renal. Essas alterações estão 

associadas a glomeruloesclerose segmentar e focal, glomeruloesclerose global 

e lesão túbulo-intersticial(68).  
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Ambos os modelos de doença renal têm sido bastante utilizados 

recentemente em estudos com animais para testes com progressão da 

nefropatia. 

 

Modelos de Insuficiência Renal Crônica - 
Nefropatia Induzida pela Adriamicina 

 

 

A adriamicina (doxorrubicina) a é um antibiótico isolado do fungo 

Streptomyces peuceutius e tem sido utilizado no tratamento de diferentes 

neoplasias humanas.  

Em ratos, a inoculação de adriamicina induz a lesão renal caracterizada 

pelo desenvolvimento precoce de síndrome nefrótica que evolui tardiamente 

para a esclerose glomerular(69). 

Estudos seqüenciais demonstraram que proteinúria significativa passa a 

ocorrer entre uma a duas semanas após a inoculação, com tendência a 

elevação progressiva. Nos glomérulos de ratos as alterações morfológicas são 

detectadas precocemente com 13 dias após inoculação tornando-se evidentes 

com 28 dias. Essas alterações são caracterizadas por retração, presença de 

numerosos vacúolos e inclusões eosinofílicas em células podocitárias(70). 
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Além das alterações glomerulares observa-se a presença de intensa 

nefrite túbulo intersticial e conseqüente atrofia e dilatação tubular com fibrose 

intersticial(71;72).  

Assim, a infusão de doxorrubicina representa um modelo de doença 

renal crônica proteinúrica semelhante à glomeruloesclerose segmentar e focal 

(GESF) em humanos sendo este modelo bem documentado em ratos(69;73). A 

administração de adriamicina em camundongos resulta em modelo semelhante 

de doença renal crônica num tempo mais curto. Após 1 semana o grupo 

tratado com adriamicina apresenta proteinuria significativa e hipoalbuminemia 

com extensão máxima da doença ao fim de 6 semanas e grande uniformidade 

da lesão entre os animais(74). Dessa forma, Wang et al.(74) padronizaram a 

lesão renal da adriamicina em camundongos BALB/c, mas observaram que 

camundongos C57BL/6J não desenvolvem nefropatia por adriamicina mesmo 

quando esta é aplicada em doses muito elevadas.  

A vantagem do modelo da adriamicina sobre a nefrectomia 5/6 e a 

obstrução ureteral unilateral é sua fácil reprodutibilidade através de uma única 

infusão endovenosa e a ausência da necessidade de procedimento cirúrgico 

para a obtenção do modelo. No presente trabalho, foi o modelo de doença 

renal crônica escolhido.  
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Objetivos 

 

 O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de dois fatores 

estimulantes de células-tronco (G-CSF e eritropoetina) no modelo de lesão 

renal crônica da adriamicina em camundongos.  

 Hipótese: Creditamos a ação benéfica desses agentes em estimular a 

migração de células-tronco endógenas contribuindo para o reparo ao tecido 

lesado.  

Justificativa: Estudos com G-CSF e eritropoetina em modelos de 

insuficiência renal crônica são escassos na literatura bem como seus 

mecanismos fisiopatológicos justificando trabalhos adicionais de investigação. 
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Materiais e Métodos 

 

Animais 

 

Foram usados camundongos machos isogênicos BALB/c (peso médio 

de 28gramas) com 12 semanas de idade provenientes do Biotério da 

UNICAMP. Os animais foram acomodados em gaiolas apropriadas, mantidos 

em temperatura constante e ciclo de 12hs dia e 12hs noite, com acesso livre a 

água e alimentação. Antes do início do estudo os animais foram aclimatados 

no laboratório experimental nas condições descritas por um período de 15 

dias.  

 

Modelo de Lesão renal 

 

O modelo de lesão renal foi realizado pela administração endovenosa de 

11mg/Kg de adriamicina (cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma) em infusão 

única na diluição de 2mg/ml pela veia caudal de cada animal. Esse modelo é 

análogo a glomeruloesclerose segmentar e focal em humanos e representa bem 

a doença renal proteinúrica como descrito anteriormente por Wang et al.(74). 
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No trabalho desse autor após 1 semana da infusão em veia caudal de dose 

única de adriamicina todos os animais desenvolveram proteinúria com perda 

de peso, queda de albumina e redução do clearance de creatinina e 

permaneceram vivos por 8 semanas(74).  

 

Delineamento Experimental 

 

 Em todos os camundongos foi administrada adriamicina 11mg/Kg na 

veia caudal em infusão única. Após a infusão os animais foram divididos em 

grupos de pesos semelhantes: Grupo controle: adriamicina (n=10) e os grupos 

de tratamento: granuloquine (G) (n=10), eritropoetina (EPO) (n=10) e 

granuloquine associado à eritropoetina (G+EPO) (n=10) (Figura 4). 

Os grupos de tratamento receberam injeções subcutâneas abdominais 

diárias no primeiro dia (concomitante a infusão de adriamicina) e nos dias 2 a 

5 totalizando cinco dias de tratamento. O grupo controle recebeu injeções 

subcutâneas de salina em igual volume e periodicidade aos grupos de 

tratamento (primeiro dia e dias 2 a 5). O grupo do granuloquine recebeu a 

infusão de fator estimulante de colônias granulocíticas recombinante humano 

(metionil recombinante humano não-glicosilado (filgrastim, G-CSF), 

Granulokine® da Roche) na dose de 250�g/kg subcutâneo por cinco dias 
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consecutivos tendo início no mesmo dia da infusão da adriamicina. A dose de 

G-CSF foi semelhante aos trabalhos de Iwasaki et al., que utilizaram o fator 

para proteção de IRA em camundongos BALB/c(45). O grupo de EPO 

recebeu a eritropoetina humana recombinante (alfaepoetina® FioCruz) na 

dose de 4.000UI/Kg subcutâneo no primeiro dia e 1.000UI/kg quatro dias 

seguintes. A dose de EPO de 1.000UI/kg foi demonstrada por Heeschen et al., 

como efetiva para a mobilização de células progenitoras endoteliais em 

camundongos(56). O grupo G+EPO recebeu os dois tratamentos nas mesmas 

dosagens pelo mesmo período. Administração no primeiro dia de 250�g/kg de 

G-CSG e 4.000UI/Kg de EPO e nos quatro dias seguintes 250�g/kg de G-CSF 

e 1.000UI/Kg de EPO. (Figura 4).  

O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu.     
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Figura 4. Delineamento nos diversos grupos de estudo. Inicialmente foi feita 
infusão de adriamicina 11mg/kg em 40 camundongos BALB/c na veia caudal 
em injeção única. Posteriormente feita divisão em 4 grupos e iniciado 
tratamento ou infusão de salina no mesmo dia da aplicação de adriamicina (dia 
1). O grupo adriamicina (n=10) recebeu injeções de salina subcutâneo nos dias 
de 1 a 5 (controle doente não tratado). O grupo granuloquine recebeu G-CSF 
na dose de 250�g/kg subcutâneo nos dias 1 a 5. O grupo eritropoetina recebeu 
EPO na dose de 4.000UI/kg subcutâneo no dia 1 e após 1.000UI subcutâneo 
dos dias 2 a 5. O grupo G+EPO recebeu o fator G-CSF na dose de 250�g/kg 
nos dias 1 a 5 e conjuntamente EPO 4.000UI/kg no dia 1 e 1000UI/kg nos dias 
2 a 5.  
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Os pesos dos animais foram medidos no momento inicial do estudo e no 

sacrifício nos diferentes grupos. Nesse período os animais permanecerem com 

acesso livre a água e alimentação e aclimatados em ciclos de 12hs dia e 12hs 

noite mantidos em temperatura constante. 

Após o período de 6 semanas foi feito o sacrifício através de punção 

cardíaca sob anestesia (Ketamina 10mg/kg + xylazina 8mg/kg por injeção 

intramuscular) e coletado sangue total para análises bioquímicas. Os rins 

foram então pesados conjuntamente (direito e esquerdo) e após colocados no 

fixador apropriado (Boin), arquivados em bloco de parafina e cortadas com 

3�m de espessura para as análises histológicas e de imunohistoquímica.  
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Análises Bioquímicas 

 

Foram feitas análises bioquímicas para creatinina pelo método 

colorimétrico do ácido pícrico (Jaffé). A albumina foi realizada pela técnica 

do Verde de Bromocresol.  

 

Avaliação Morfológica 

 

Os tecidos incluídos em parafina foram cortados com 3�m de espessura 

e feitas colorações para Hematoxilina-eosina (HE) e tricrômio de Masson 

pelos métodos habituais.  

A severidade da lesão renal foi avaliada, sem conhecimento dos grupos, 

nas duas colorações realizadas (HE e tricrômico de Masson) de forma 

semiquantitativa em campos de pequeno aumento (200x) e de grande aumento 

(400x) em toda extensão da amostra (rim total em corte transversal). Os 

parâmetros analisados foram: número de áreas de atrofia, fibrose intersticial e 

percentagem de esclerose glomerular. O número de áreas de atrofia foi 

realizado pela contagem, em toda a extensão da amostra, das áreas de 

esclerose glomerular somada a atrofia e dilatação tubular, fibrose intersticial e 



Materiais e Métodos                                                                                       36 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

infiltrado inflamatório linfomononuclear. A fibrose intersticial foi quantificada 

em intensidade de 0 a 3+ sendo zero ausência de fibrose e 3+ a maior fibrose 

nos grupos de amostra. A percentagem de esclerose glomerular foi realizada 

contando-se numa amostra de aproximadamente 1/3 do tamanho do fragmento 

contendo no mínimo 50 glomérulos a percentagem de esclerose segmentar ou 

global. 

 

Análise de Imunohistoquímica 

 

A análise de imunohistoquímica teve como base demonstrar a presença 

de células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais no tecido renal dos animais 

em estudo. Foram utilizados os marcadores CD34, Sca1 e CD105 anti-

camundongo nos fragmentos renais. Para a revelação foi utilizado o anticorpo 

secundário HRP. 

O anticorpo CD34 rato anti-camundongo reage com o CD34 que é uma 

proteína expressa nas células endoteliais e em progenitores hematopoiéticos. 

O CD34 é uma molécula de adesão com uma possível ação inicial na 

hematopoiese mediando a ligação das células-tronco a matriz extracelular da 

medula óssea. Seus ensaios são usados para medir angiogênese e também para 

avaliar a expressão de células-tronco hematopoiéticas(75;76). Sua expressão é 
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vista nas células dos capilares peritubulares. Foi utilizado o produto da 

Abcam� Rat monoclonal [MEC 14.7] to CD34 – Hematopoietic Stem Cell 

Marker na diluição de 1/150. 

O anticorpo Sca1/Ly6A/E rato anti-camundongo reage com um 

antígeno expresso em células-tronco hematopoiéticas. O Sca1 também é 

conhecido como Ly6A/E sendo um membro da família do 

glicofosfatidilinositol uma proteína de ancoragem da superfície celular. Ela é 

expressa nas células-tronco hematopoiética multipotentes do camundongo nas 

formas Ly6.1 e Ly6.2(77;78). O Sca1 é expresso no rim nas células tubulares 

e capilares glomerulares(78). Foi utilizado produto da Abcam� rat 

monoclonal [E13 161-7] to Sca1/Ly6A/E na diluição de 1/2000. 

O anticorpo CD105 rato anti-camundongo reage com o CD105 do 

camundongo. O CD105 é também conhecido como endoglina sendo uma 

glicoproteína de membrana que faz parte da via do receptor de sinalização do 

TGF-�. Esta proteína é expressa em células endoteliais vasculares humanas e 

células-tronco mesenquimais(79-81). A expressão de CD105 é vista nas 

células mesangiais dos glomérulos, células intersticiais e em endoteliais 

vasculares(79). Foi utilizado produto da Abcam� rat monoclonal [RM0030-

6J9] to CD105 na diluição de 1/300. 
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Os tecidos foram incluídos em parafina, cortados com 3�m de 

espessura, colocados em lâminas de vidro previamente tratadas com poly-d-

lysine. As lâminas foram riscadas com diamante, cercando os cortes para a 

contenção dos reagentes sobre o tecido e deixadas em estufa a 56�C por uma 

noite. Em seguida foram desparafinadas em 3 cubas com xilol por 5 minutos e 

hidratadas em 4 cubas com álcool etílico absoluto e lavadas em água. O 

bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com água oxigenada a 3%. 

Para recuperação dos epítopos foi utilizado o método de citrato de sódio 

0,21% pH 6.0 em câmara de pressão (Pascal Dako) para CD34, Sca1 e 

CD105. 

As lâminas foram então transferidas para bandejas especiais de imuno-

histoquímica, recebendo o anticorpo primário CD34, Sca1 e CD105 

respectivamente nas diluições: 1/150; 1/2000; 1/300 ficando assim incubadas 

em sistema overnight. 

Depois da retirada do anticorpo primário por meio de lavagem com PBS 

(solução salina tamponada) foram feitas sensibilização antigênica e incubação 

com o anticorpo anti-rato HRP da Abcam� Rabbit polyclonal to Rat IgG – 

H&L(HRP). Os tecidos assim receberam os reagentes secundários (biotinilado 

universal) por 30 minutos e logo após o reagente terciário (streptavidina) 
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também por 30 minutos. A revelação foi realizada com cromógeno DAB (3,3-

diaminobenzidina - Dako®) por 5 minutos. A contra coloração foi realizado 

com hematoxilina de Harris. 

Para a interpretação dos resultados, foi utilizado analisador de imagem 

Leica® (ver 3.5.0/2009) e câmera Leica ICC50 acoplada. As medidas foram 

feitas por um único observador sem conhecimento prévio dos grupos. Para 

cada lâmina foi feita a leitura de dez campos consecutivos em aumento 400x. 

A quantificação foi realizada utilizando a ferramenta de cálculo de área de 

forma manual circundando as regiões coradas pelos reagentes de 

imunohistoquímica. Para os reagentes CD34 e CD105 foram consideradas as 

regiões intersticiais sem considerar os grandes vasos e os glomérulos. Para o 

reagente Sca1 foram considerados o interstício e os túbulos corados pelo 

marcador sendo desconsiderados os glomérulos. Cada unidade de amostra foi 

representada pelo somatório da área total nos dez campos em aumento 400x e 

expressos em μm2.  

O controle positivo foi realizado com medula óssea e baço e o controle 

negativo em rim. O controle positivo atestou a presença de células-tronco de 

linhagens hematopoiéticas (CD34+ e Sca1+) e linhagens mesenquimais 

(CD105+) na medula óssea de camundongo BALB/c. O controle negativo 

mostrou a baixa expressão destas linhagens no rim do camundongo BALB/c. 
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Estes controles foram realizados em camundongos não pertencentes a nenhum 

dos grupos de estudo e sem a infusão de adriamicina. 
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Análise Estatística 

 
Inicialmente foi feito teste da normalidade para separar as variáveis 

contínuas em paramétricas e não paramétricas.  Para o teste da normalidade foi 

usado o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS). A análise das médias das 

variáveis com distribuição normal nos quatro grupos em estudo foi feita 

através da análise de variância (ANOVA de uma via). Foram assumidas 

variâncias iguais entre os grupos. A análise da homogeneidade das variâncias 

foi feita pelo teste de homogeneidade de Levene. Para a sub-análise dos 

grupos utilizamos o pos-teste de Bonferroni. Essas variáveis foram expressas 

em média e desvio padrão e nas tabelas foram acrescentados os valores 

mínimos e máximos. Para as variáveis não paramétricas foi usada a análise de 

variância de Kruskal-Wallis. Para a comparação entre subgrupos utilizamos o 

pós-teste de Dunn´s. As variáveis obtidas dessa forma foram expressas em 

mediana e percentil 25 e 75. As análises de correlações foram feitas através do 

teste de Pearson e considerados todos os casos em estudo sem divisões por 

grupos. Para a análise de mortalidade nos grupos foi utilizado o teste exato de 

Fisher. Significância estatística foi considerada para p<0,05. Todas as análises 

foram realizadas com o programa estatístico SPSS® versão 13.0. 
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Resultados 
 

  Os pesos iniciais dos animais foram semelhantes entre os grupos: 

27,60±0,7g no grupo adriamicina (controle); 27,30±1,06g no granuloquine; 

27,41±1,25g no EPO e 28±1,16g no G+EPO (Tabela 1). A mortalidade foi de 

50% (n=5) no grupo adriamicina; 30% (n=3) no grupo granuloquine e 40% 

(n=4) nos grupos EPO e G+EPO. Não houve diferenças estatísticas na 

mortalidade entre os grupos.     

   

Tabela 1. Peso médio inicial (gramas) dos animais nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
 

 

 

 

  
 
  

  O peso final dos animais após 6 semanas do estudo foi o seguinte nos 

grupos: 23,12±1,87g no grupo adriamicina (controle); 23,9±4,57g no 

granuloquine; 26,63±3,47g no EPO e 21,98±3,58g no G+EPO. Não houve 

diferenças estatísticas de peso entre os grupos. (Tabela 2). 

 N Peso 
Médio(g) 

Desvio 
Padrão 

Mínimo Máximo

            
Adriamicina 5 27,60 0,70 27,80 28,10 
Granuloquine 7 27,30 1,06 27,30 28,00 
EPO 6 27,41 1,25 26,90 28,00 
G+EPO 6 28,16 1,16 27,00 27,90 
Total 24 27,10 0,33 26,90 28,10 
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Tabela 2. Peso médio final em gramas dos animais nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 

 
 
 
  Os animais perderam peso de forma significativa ao fim do estudo em 

todos os grupos em relação ao peso inicial (p=0,001), porém não houve 

diferenças ao final do seguimento entre os grupos (Figura 5). 

 

 

 N Peso 
Médio(g) 

Desvio 
Padrão 

Mínimo Máximo

            
Adriamicina 5 23,12 1,87 20,50 24,70 
Granuloquine 7 25,03 3,43 20,3 30,7 
EPO 6 25,15 1,92 21,60 26,7 
G+EPO 6 24,12 1,25 22,4 26,00 
Total 24 24,43 2,34 20,3 30,70 
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Figura 5. Peso médio inicial e final dos animais nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). * 
p=0,001 x peso inicial 
 

  O peso ao final do estudo de ambos os rins foi o seguinte nos grupos: 

0,35±0,28g no adriamicina (controle); 0,33±0,57g no granuloquine; 

0,37±0,05g no EPO e 0,33±0,04g no G+EPO. Não houve diferenças entre os 

grupos. (Tabela 3, Figura 6). 



Resultados                                                                                                     45 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

Tabela 3. Peso médio renal ao fim do estudo em gramas dos animais nos 
grupos adriamicina, granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO 
(granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 

 
 
Figura 6. Peso médio renal ao fim do estudo em gramas nos grupos 
adriamicina, granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + 
eritropoetina).  
 

 N Peso 
Médio(g) 

Desvio 
Padrão 

Mínimo Máximo

            
Adriamicina 5 0,35 0,03 0,26 0,33 
Granuloquine 7 0,33 0,06 0,26 0,40 
EPO 6 0,37 0,05 0,28 0,44 
G+EPO 6 0,33 0,04 0,27 0,37 
Total 24 0,34 0,05 0,26 0,44 
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Análises Bioquímicas 

 

   A análise da função renal pela medida da creatinina ao fim do estudo 

mostrou a seguinte distribuição nos grupos: 0,36[0,34-0,40]mg/dl no grupo 

adriamicina (controle); 0,38[0,34-0,40]mg/dL no grupo granuloquine; 

0,35[0,33-0,35]mg/dL no EPO e 0,33[0,32-0,34]mg/dL no G+EPO. Não 

houve diferenças estatísticas entre os grupos (Tabela 4 e Figura 7). 

 

Tabela 4. Creatinina ao fim do estudo (mg/dL) nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
  
 

 

 

 

 
 

 N Creatinina 
(mg/dL) 
Mediana 

Percentil 
25% 

Percentil 
75% 

          
Adriamicina 5 0,36 0,34 0,40 
Granuloquine 7 0,38 0,34 0,40 
EPO 6 0,35 0,33 0,35 
G+EPO 6 0,33 0,32 0,34 
Total 24 0,35 0,33 0,38 
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Figura 7. Creatinina ao fim do estudo (mg/dL) nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
 

  A albumina ao fim do estudo nos grupos teve o seguinte resultado: 

1,55[1,50-1,90]g/dL no grupo adriamicina (controle); 1,70[1,40-1,80]g/dL no 

granuloquine; 1,50±[1,40-1,70]g/dL no grupo EPO e 1,70[1,60-1,90]g/dL no 

G+EPO. Não houve diferenças estatísticas entre os grupos (Tabela 5 e Figura 

8).  
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Tabela 5. Albumina ao fim do estudo (g/dL) nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
  
 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 8. Albumina média ao fim do estudo (g/dL) nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  

 N Albumina 
(g/dL) 

Mediana 

Percentil 
25% 

Percentil 
75% 

          
Adriamicina 5 1,55 1,50 1,90 
Granuloquine 7 1,70 1,40 1,80 
EPO 6 1,50 1,40 1,70 
G+EPO 6 1,70 1,60 1,90 
Total 24 1,65 1,50 1,80 
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Análises Histológicas 

 

  A análise do número de áreas de atrofia (soma das áreas de esclerose 

glomerular, atrofia tubular, fibrose intersticial e infiltrado inflamatório) 

mostrou os seguintes resultados: 21,8±1,48 no grupo adriamicina (controle); 

13±4,4 no grupo granuloquine; 11,83±4,36 no grupo EPO e 13,5±2,51 no 

grupo G+EPO. Os três grupos de tratamento (granuloquine, EPO e G+EPO) 

foram diferentes em relação ao controle (p<0,001), não diferenciando entre si 

(Tabela 6, Figura 9). 

 
Tabela 6. Número de áreas de atrofia nos grupos adriamicina, granuloquine, 
EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 

 N Número 
médio 

Desvio 
Padrão 

Mínimo Máximo

            
Adriamicina 5 21,80 1,48 20,00 24,00 
Granuloquine 7 13,00* 4,40 5,00 18,00 
EPO 6 11,83* 4,36 5,00 17,00 
G+EPO 6 13,50* 2,51 10,00 16,00 
Total 24 14,67 5,03 5,00 24,00 

                                                                          * p<0,001 x adriamicina. 
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Figura 9. Número de áreas de atrofia nos grupos adriamicina, granuloquine, 
EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). p<0,001 nos 
grupos granuloquine, EPO e G+EPO x adriamicina. 
   

  A análise da percentagem de glomérulos esclerosados mostrou os 

seguintes resultados: 20,6±2,97% no grupo adriamicina (controle); 

9,14±5,27% no grupo granuloquine; 8,5±4,89% no grupo EPO e 12±2,76% no 

grupo G+EPO. Os três grupos de tratamento (granuloquine, EPO e G+EPO) 

foram diferentes em relação ao controle (p<0,001), não diferenciando entre si 

(Tabela 7, Figura 10). 

 

p< 0,001
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Tabela 7. Percentagem de esclerose glomerular nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 10. Percentagem de esclerose glomerular nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
p<0,001 nos grupos granuloquine, EPO e G+EPO x adriamicina. 
 

p<0,001

 N % Esclerose 
glomerular 

Desvio 
Padrão 

Mínimo Máximo

            
Adriamicina 5 20,60 2,97 18,00 25,00 
Granuloquine 7 9,14* 5,27 2,00 16,00 
EPO 6 8,50* 4,89 2,00 15,00 
G+EPO 6 12,00* 2,76 8,00 15,00 
Total 24 12,08 6,11 2,00 25,00 

                                                                               * p<0,001 x adriamicina. 
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  A análise da fibrose intersticial quantificada em intensidade de 1 a 3 

mostrou os seguintes resultados: 3[3-3]+ no grupo adriamicina (controle); 2[1-

2]+ no grupo granuloquine; 2[1-2]+ no grupo EPO e 2[1-2]+ no grupo 

G+EPO. Os três grupos de tratamento (granuloquine, EPO e G+EPO) foram 

diferentes em relação ao controle (p<0,019), mas não diferiram entre si 

(Tabela 8, Figura 11). 

 

Tabela 8. Intensidade da Fibrose Intersticial nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 N Fibrose 
Intersticial 
Mediana 

Percentil 
25% 

Percentil 
75% 

          
Adriamicina 5 3 3 3 
Granuloquine 7  2* 1 2 
EPO 6  2* 1 2 
G+EPO 6  2* 1 2 
Total 24 2 1,5 3 

                                                                          * p=0,019 x adriamicina. 
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Figura 11. Intensidade da Fibrose Intersticial nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
 * p=0,019 nos grupos granuloquine, EPO e G+EPO x adriamicina. 
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  O grupo controle (adriamicina sem tratamento) apresentou os piores 

escores de lesões histológicas (número de áreas de atrofia, percentagem de 

esclerose glomerular e intensidade de fibrose) (Figura 12). Os demais grupos 

do estudo apresentaram escore de lesão semelhante entre si, porém 

significativamente diferentes do controle (Figura 13). As fotografias, em cada 

grupo, representam animais com lesão histológica igual a mediana. 
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Figura 12. Aspecto histológico dos rins ao fim do estudo no grupo controle 

(adriamicina sem tratamento). As fotografias são de animais que apresentaram 

lesão histológica igual a mediana do grupo. A) Aspecto global (número de 

áreas de atrofia). Notar a intensa atrofia, dilatação tubular e fibrose intersticial 

que se repetem em faixas entremeadas com áreas sem lesão (HE x 40). B) 

Detalhe da atrofia e dilatação tubular característico da nefropatia pela 

adriamicina. Presença de grande número de cilindros intratubulares (HE x 

200). C) Infiltrado inflamatório linfomononuclear entre os túbulos (HE x 400). 

D) Detalhe mostrando dois glomerulos sendo um com esclerose parcial (HE x 

400) E) Coloração de Masson visando quantificar a intensidade da fibrose. 

Áreas de fibrose intensa (em azul) entremeadas por áreas sem fibrose (Masson 

x 200).  
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Figura 13. Aspecto histológico dos rins ao fim do estudo nos grupos de 

tratamento (granuloquine, EPO ou G+EPO). As fotografias são de animais que 

apresentaram lesão histológica igual a mediana dos grupos. A) Aspecto global 

(número de áreas de atrofia). Vemos áreas de atrofia, dilatação tubular e 

fibrose intersticial que se repetem em faixas entremeadas com áreas sem lesão 

em menor grau do que o grupo controle (HE x 40). B) Detalhe da atrofia e 

dilatação tubular, característico da nefropatia pela adriamicina, estão presentes 

em pequena intensidade (HE x 200). C) Infiltrado inflamatório 

linfomononuclear entre os túbulos de pequena intensidade (HE x 400). D) 

Detalhe mostrando um glomérulo íntegro (HE x 400) E) Coloração de Masson 

visando quantificar a intensidade da fibrose. Áreas de fibrose de pequena a 

moderada intensidade (em azul) entremeadas por áreas sem fibrose (Masson x 

200).  
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Análises de Imunohistoquímica 

 

  A análise de imunohistoquímica para o marcador Sca1/LyA6 mostrou 

uma área de expressão total média de: 1861,59±567,21μm2 no grupo 

adriamicina (controle); 4795,99±1386,59μm2 no grupo granuloquine; 

4865,68±971,51μm2 no grupo eritropoetina e 5676,11±1054,36 μm2 no grupo 

G+EPO. Todos os grupos de tratamento (granuloquine, EPO e G+EPO) foram 

diferentes em relação ao controle (p<0,0001), não diferenciando entre si 

(Tabela 9 e Figura 14). 

 
Tabela 9. Área total média de expressão de Sca1 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 
 
 
 

 N Sca1 (μm2) Desvio 
Padrão 

Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

           
Adriamicina 5 1861,59 567,21 1311,4 2804,69 
Granuloquine 7 4798,99* 1386,59 3589,23 7207,17 
EPO 6 4865,68* 971,51 3850,23 6521,22 
G+EPO 6 5676,11* 1054,36 4485,24 6985,23 
Total 24 4422,11 1712,81 1311,4 7207,17 

* p<0,0001 x adriamicina. 
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Figura 14. Área Total de expressão de Sca1/LyA6 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
p<0,001 nos grupos granuloquine, EPO e G+EPO x adriamicina. 
 

  A análise de imunohistoquímica para o marcador CD105 mostrou uma 

área de expressão total média de: 1956,60±662,31μm2 no grupo adriamicina 

(controle); 2098,41±200,59μm2 no grupo granuloquine; 4706,11±538,99μm2 

no grupo eritropoetina e 5291,67±515,39 μm2 no grupo G+EPO. Os grupos de 

tratamento com eritropoetina (EPO) e granuloquine junto a eritropoetina 

(G+EPO) foram diferentes em relação ao controle e ao granuloquine 

p< 0,0001
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(p<0,0001). Não houve diferenças entre os grupos controle e granuloquine 

(p=NS) (Tabela 10 e Figura 15). 

 
 
Tabela 10. Área total média de expressão de CD105 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 
 

 N CD105 (μm2) Desvio 
Padrão 

Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

           
Adriamicina 5 1956,60 662,31 1291,05 2804,69 
Granuloquine 7 2098,41 200,59 1854,22 2458,22 
EPO 6 4706,11* 538,99 4067,02 5428,55 
G+EPO 6 5291,67* 515,39 4658,77 5987,45 
Total 24 3519,11 1593,11 1291,05 5987,45 

* p<0,0001 x adriamicina e granuloquine. 
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Figura 15. Área Total de expressão de CD105 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
p<0,001 nos grupos EPO e G+EPO x adriamicina e granuloquine. 
 

  A análise de imunohistoquímica para o marcador CD34 mostrou uma 

área de expressão total média de: 1429,01±360,80μm2 no grupo adriamicina 

(controle); 5546,63±1730,27μm2 no grupo granuloquine; 4405,1±634,4μm2 no 

grupo eritropoetina e 4175,18±166,64 μm2 no grupo G+EPO. Todos os grupos 

de tratamento (granuloquine, EPO e G+EPO) foram diferentes em relação ao 

controle (p<0,0001), não diferenciando entre si (Tabela 11 e Figura 16). 

p< 0,0001 
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Tabela 11. Área total média de expressão de CD34 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina).  
 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 16. Área Total de expressão de CD34 nos grupos adriamicina, 
granuloquine, EPO (eritropoetina) e G+EPO (granuloquine + eritropoetina). 
p<0,001 nos grupos granuloquine, EPO e G+EPO x adriamicina. 
 
 

p< 0,0001

 N CD34 (μm2) Desvio 
Padrão 

Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

           
Adriamicina 5 1429,01 360,80 1182,75 2051,59 
Granuloquine 7 5546,63* 1730,27 3854,77 8768,17 
EPO 6 4405,10* 634,40 3560,06 5484,44 
G+EPO 6 4175,18* 166,64 3895,66 4367,99 
Total 24 4060,55 1763,27 1182,75 8768,17 

* p<0,0001 x adriamicina. 
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  A expressão de marcadores de imunohistoquímica mostrou que no grupo 

controle houve pequena expressão de Sca1, CD105 e CD34 em comparação 

aos grupos de tratamento (granuloquine, eritropoetina e G+EPO). Apenas no 

tratamento com granuloquine não houve aumento da expressão de CD105 

(Figura 17).  
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Figura 17. A) Imagens de imunohistoquímica para os reagentes CD34, CD105 
e Sca1 (IH 400x). As linhas representam os grupos respectivamente: controle, 
granuloquine(G), eritropoetina (EPO) e G+EPO. As colunas representam os 
reagentes respectivamente: CD34, CD105 e Sca1. Os reagentes CD34 e 
CD105 encontram-se principalmente no espaço intersticial. O reagente Sca1 
marca túbulos e o espaço peritubular. Notamos uma redução da expressão dos 
três marcadores no grupo controle (adriamicina sem tratamento). Nos grupos 
de tratamento observamos aumento da expressão dos marcadores em todos os 
grupos com exceção do CD105 no grupo granuloquine. As fotografias 
representam animais com lesão histológica igual a mediana dos grupos. 
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Correlações 
 
 

Realizando análises de correlação em todos os animais do estudo sem 

divisões por grupo, observamos uma forte correlação entre a expressão de 

CD34 e a expressão de Sca1 (coeficiente de pearson=0,785; p<0,0001), 

(Figura 18).  
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Figura 18.Correlação entre a área de expressão de CD34 e a área de expressão 
de Sca1 em μm2 em todos os animais do estudo sem divisão por grupos 
(coeficiente de pearson=0,785; p<0,0001). 
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Quando comparamos a expressão de Sca1 e CD105 também 

encontramos correlação positiva (coeficiente de pearson=0,583 e p=0,003), 

(Figura 19).  
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Figura 19.Correlação entre a área de expressão de Sca1 e a área de expressão 
de CD105 em μm2 em todos os animais do estudo sem divisão por grupos 
(coeficiente de pearson=0,583; p=0,003). 
 
 
 Quando comparamos a expressão de CD34 frente a expressão de 

CD105 em μm2 não obtivemos correlação (coeficiente de pearson=1; p=0,5) 

(Figura 20). 
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Figura 20. Correlação entre a área de expressão de CD34 e a área de expressão 
de CD105 em μm2 em todos os animais do estudo sem divisão por grupos 
(coeficiente de pearson=1; p=NS). 
 
 Das correlações apresentadas, podemos notar uma forte associação entre 

os marcadores de progenitores hematopoiéticos e endoteliais (Sca1 e CD34), 

uma correlação moderada entre progenitores hematopoiéticos e mesenquimais 

(Sca1 e CD105) e ausente entre progenitores endoteliais e mesenquimais 

(CD34 e CD105).  

 As correlações dos marcadores de progenitores endoteliais (CD34) com 

os parâmetros histológicos mostraram que com o progredir da lesão houve 

redução de sua expressão. O número de áreas de atrofia correlacionou-se 
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negativamente com a área total de expressão de CD34 (coeficiente de 

pearson=-0,751; p<0,0001). A percentagem de esclerose glomerular e a 

intensidade da fibrose intersticial da mesma forma também se correlacionaram 

negativamente com a expressão de CD34, respectivamente: coeficiente de 

pearson=-0,745; p<0,0001 e pearson=-0,637; p=0,001. (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 21. Correlação de parâmetros histológicos com a expressão de CD34. 
A) Correlação do número de áreas de atrofia com CD34 (pearson=-0,751; 
p<0,0001). B) Percentagem de esclerose glomerular e expressão de CD34 
(pearson=-0,745; p<0,0001). C) Intensidade da fibrose intersticial com a 
expressão de CD34 (pearson=-0,637; p=0,001).  
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se negativamente com a área total de expressão de Sca1 (coeficiente de 

pearson=-0,70; p<0,0001). A percentagem de esclerose glomerular e a 

intensidade da fibrose intersticial da mesma forma também se correlacionaram 

negativamente com a expressão de Sca1, respectivamente: coeficiente de 

pearson=-0,586; p=0,003 e pearson=-0,565; p=0,004. (Figura 22). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Correlação de parâmetros histológicos com a expressão de Sca1. A) 
Correlação do número de áreas de atrofia com Sca1 (pearson=-0,70; 
p<0,0001). B) Percentagem de esclerose glomerular e expressão de Sca1 
(pearson=-0,586; p<0,003). C) Intensidade da fibrose intersticial com a 
expressão de Sca1 (pearson=-0,565; p=0,004).  
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0,397; p=0,055). A percentagem de esclerose glomerular e a intensidade da 

fibrose intersticial não se correlacionaram com a expressão de CD105, 

respectivamente: coeficiente de pearson=-0,265; p=0,211 e pearson=-0,288; 

p=0,172. (Figura 23). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Correlação de parâmetros histológicos com a expressão de CD105. 
A) Correlação do número de áreas de atrofia com CD105 (pearson=-0,397; 
p=0,055). B) Percentagem de esclerose glomerular e expressão de CD105 
(pearson=-0,265; p=NS). C) Intensidade da fibrose intersticial com a 
expressão de CD105 (pearson=-0,288; p=NS).  
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Discussão 

 

o presente estudo tentamos provar o benefício do uso de fatores 

de tropismo para células-tronco em um modelo de doença renal 

crônica no início da agressão. O modelo escolhido foi o da adriamicina em 

camundongos descrito por Wang(74). Neste modelo os camundongos 

desenvolvem doença renal proteinúrica semelhante a GESF de maneira 

precoce e uniforme após uma semana da infusão. Testamos, assim, a ação de 

dois fatores de tropismo para células-tronco (eritropoetina e granuloquine) 

isoladamente ou em associação no início da agressão renal (concomitante a 

infusão de adriamicina) e nos dias subseqüentes da primeira semana onde a 

lesão renal proteinúrica se estabelece, totalizando cinco dias de tratamento.  

  Com a análise dos resultados observamos que o peso inicial dos animais 

foi semelhante sugerindo homogeneidade entre os grupos de estudo 

assegurando, assim a correta distribuição entre controle e tratamentos. As 

medidas dos pesos renais ao fim do estudo também não se mostraram 

diferentes entre os grupos bem com os pesos finais dos animais. 

  N 
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Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a 
Função renal e albumina 
 

  Os resultados das análises bioquímicas mostraram que os valores de 

creatinina não foram diferentes estatisticamente entre os grupos controle e 

tratamento. Esperávamos uma redução da creatinina nos grupos tratados o que 

não foi encontrado. Entretanto, numa parcela desses animais, não foi possível 

obter amostras suficientes para as análises bioquímicas aumentando o número 

de dados faltosos. Assim, uma possível explicação para a ausência de 

benefício entre os grupos foi insuficiência de amostras na análise bioquímica. 

O cálculo do erro beta para a creatinina foi menor que 80% sugerindo cautela 

na interpretação de resultados negativos.  

  Quanto à detecção da creatinina, Keppler et al., compararam o método 

colorimétrico do ácido pícrico (Jaffé) com o método enzimático e a 

cromatografia líquida de alta performance em ratos e camundongos. O método 

de Jaffé superestimou a creatinina de forma mais intensa que a cromatografia 

líquida e que o método enzimático, embora todos superestimem seus valores. 

Houve, entretanto, boa correlação entre as três metodologias. A dosagem pela 

técnica de Jaffé sofre, porém, maior interferência com os níveis de 

hemoglobina podendo causar elevações em seus valores. Esta interferência é 
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menos intensa no método de cromatografia líquida e no método 

enzimático(82).  

  Assim, devemos também aventar a possibilidade de interferência nas 

dosagens de creatinina pelo método colorimétrico nos grupos EPO e G+EPO 

devido ao efeito da eritropoetina, usada no tratamento desses grupos, levando 

a uma provável elevação da hemoglobina e conseqüente interferência nas 

dosagens de creatinina. Assim, acreditamos que as interpretações dos 

resultados de creatinina foram prejudicadas.  

   Os dados bioquímicos de albumina mostram resultados semelhantes à 

análise da creatinina. Esperávamos encontrar redução da albumina de forma 

mais expressiva no grupo de adriamicina sem tratamento. De forma 

semelhante, em uma parcela destes animais também não foi possível obter 

amostras suficientes para as dosagens de albumina. Como nas dosagens de 

creatinina, a presença de dados faltosos pode ser uma possível explicação para 

resultados negativos já que o erro beta calculado aqui também foi menor que 

80%. Assim, a interpretação da ausência de significância estatística não pode 

ser avaliada de forma definitiva, já que o número de casos dos grupos pode ter 

sido insuficiente.  

  No modelo de lesão renal da adriamicina em camundongos de Wang et 

al., a albumina é significativamente menor no grupo adriamicina na primeira e 
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quarta semanas, entretanto, ao fim do estudo (6 semanas) a albumina nos 

grupos controle (injeção de salina) e adriamicina não são diferentes(74).  

Assim, os resultados encontrados no presente estudo podem corresponder 

apenas a ausência de alteração da albumina entre os grupos tratados e não 

tratados ao fim do mesmo período (6 semanas). 
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Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a 
lesão renal – parâmetros histológicos 
 

 

  De forma contrária à análise bioquímica, as análises histológicas apontam 

para um efeito protetor nos grupos tratados. No grupo tratado com 

granuloquine houve redução do número de áreas de atrofia, menor intensidade 

de fibrose e menor percentagem de glomérulos esclerosados quando 

comparado ao grupo controle. Nos modelos de insuficiência renal aguda a 

maioria dos trabalhos esta de acordo com nossos resultados sugerindo efeito 

protetor do G-CSF sobre a função renal e/ou parâmetros histológicos(44-46). 

Nishida et al.(46) e Iwasali et al.(45), ambos com modelos de IRA por 

cisplatina obtiveram melhora na função renal e redução do número de células 

tubulares apoptóticas com o tratamento com G-CSF. Fang et al.(44), com 

modelo de IRA por ácido fólico, também obtiveram melhora nos índices de 

injúria tubular e redução dos níveis de uréia nos animais tratados com G-CSF. 

Contrariamente a esses resultados, Togel et al.(47), em modelo de IRA por 

isquemia-reperfusão demonstraram piora da função renal nos grupos tratado 

com G-CSF. Essa piora obtida tanto na função renal quanto na sobrevida dos 

animais foi atribuída a granulocitose resultante da mobilização de células-

tronco hematopoiéticas. Já em modelos de insuficiência renal crônica como o 
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do presente trabalho, são poucos os estudos que testaram o efeito do fator G-

CSF. Stokman et al., estudaram o efeito do G-CSF sobre um modelo de 

insuficiência renal crônica por obstrução ureteral unilateral. Estes autores não 

encontraram benefícios do tratamento sobre a função renal, número de 

miofibroblastos, deposição de colágeno e expressão de TGF-� sugerindo 

ausência de efeito do G-CSF nesse modelo de IRC. Apesar da ausência de 

benefício houve efetiva mobilização de células-tronco hematopoiéticas(50). 

No estudo de Zhang et al. [apenas resumo], no mesmo modelo de obstrução 

ureteral unilateral o tratamento com G-CSF e CSF não promoveram melhora 

da função renal embora tenha sido demonstrada a mobilização de células-

tronco progenitoras endoteliais (CD34+)(83).  

  Assim, de acordo com revisão bibliográfica até o momento, nosso estudo 

foi o primeiro a demonstrar proteção histológica do fator G-CSF num modelo 

de insuficiência renal crônica.  

  A análise histológica do grupo eritropoetina se comportou como o grupo 

tratado com granuloquine. Houve, de forma semelhante, redução do número 

de áreas de atrofia, menor intensidade de fibrose e menor percentagem de 

glomérulos esclerosados quando comparado ao grupo controle. Os estudos que 

trataram insuficiência renal aguda com eritropoetina também obtiveram 

melhora da função renal. Imamura et al.(57), Kapoor et al.(58) e Yang et 
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al.(59), em modelos de insuficiência renal aguda por isquemia-reperfusão 

obtiveram proteção do insulto isquêmico tubular nos grupos tratados. Imamura 

et al., demonstraram que a administração de EPO aumentou a expressão de 

HF-1 e VEGF reduzindo o número de células tubulares apoptóticas(57). Nos 

modelos de insuficiência renal aguda por cisplatina de Bagnis et al.(60), 

Yalcin et al.(61), o tratamento com EPO também resultou em melhora da 

lesão isquêmica. Bagnis et al., demonstraram que a IRA por cisplatina foi 

atenuada pela administração de EPO obtendo melhora da função renal e 

aumento da regeneração tubular. O provável mecanismo de ação proposto foi 

o estimulo direto sob a regeneração das células tubulares(60). Afora os 

trabalhos experimentais, a eritropoetina foi usada em um trabalho clínico de 

intervenção, onde pacientes candidatos a cirurgia de revascularização do 

miocárdio (alto risco de IRA), foram tratados com EPO na dose de 300UI/kg 

antes da cirurgia. A ocorrência de IRA (definida como aumento da creatinina 

maior que 50%) foi menor no grupo tratado com EPO (8% x 29%, 

p=0,035)(84). Os resultados deste trabalho já mostram, ainda que de forma 

inicial, o uso da eritropoetina em ensaios clínicos com seres humanos em risco 

de insuficiência renal aguda.  

  Diferentemente da insuficiência renal aguda, são poucos os modelos que 

testaram EPO em insuficiência renal crônica até o momento. Noiri et al., no 



Discussão                                                                                                    79 

 
Estimulantes hematopoiéticos na nefropatia da adriamicina 

modelo de adriamicina em ratos demonstraram que a administração de um 

análogo da EPO de longa duração (darbepoetina na dose de 3 e 30�g/kg) 

resultou em melhora da creatinina e melhora da área de fibrose intersticial no 

grupo tratado(66). Bahlmann et al., também utilizando a darbepoetina 

(0.1�g/kg) em modelo de nefrectomia 5/6 observaram proteção no grupo 

tratado com darbepoetina. Esses autores encontraram melhora da sobrevida no 

grupo tratado e melhora do índice de lesão histológica (esclerose vascular, 

glomeruloesclerose e fibrose intersticial)(85). Chama a atenção no trabalho de 

Bahlmann et al.(85) que os resultados positivos foram obtidos com doses 

baixas de darbepoetina, ao contrário, dos estudos com EPO onde os benefícios 

foram encontrados com a administração de doses elevadas. Kang et al., 

também utilizando a darbepoetina (0.4�g/kg) no mesmo modelo de 

nefrectomia 5/6 encontraram proteção nos grupos tratados com melhora da 

função renal e menor índice de fibrose. Esses autores observaram aumento da 

proliferação endotelial nos glomérulos atribuída ao aumento da expressão de 

VEGF estimulados pela EPO(86). De forma semelhante, aos trabalhos de 

Noiri et al.(66), Bahlmann et al.(85) e Kang et al.(86), também encontramos 

proteção histológica nos camundongos tratados com EPO.  

  O grupo de tratamento com ambos os fatores combinados (EPO+G-CSF) 

apresentou resultados semelhantes ao grupo EPO e G-CSF isolados (redução 
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do número de áreas de atrofia, menor intensidade de fibrose e menor 

percentagem de glomérulos esclerosados), entretanto, não observamos efeito 

aditivo das medicações.  Ou seja, o benefício isolado de cada um dos fatores 

não foi somado e os parâmetros histológicos encontrados foram semelhantes a 

cada um deles isolados.  
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Efeito dos Fatores de Tropismo sobre a 
migração de células-tronco 
 

 

  Iwasaki et al.(45), demonstraram que a presença de células-tronco das 

linhagens hematopoiéticas e progenitores endoteliais (Lin-CD34+, Lin-Sca1+ e 

Lin-c-Kit+) estavam aumentadas por efeito da administração de G-CSF em 

modelo de IRA. Esses autores também demonstraram o tropismo destas 

células-tronco marcadas com flurosceína para o tecido renal lesado nos grupos 

tratados com G-CSF. Fang et al.(44), em modelo de IRA por ácido fólico, 

submetidos a transplante de medula de camundongos machos para fêmeas e 

tratamento com G-CSF demonstraram a presença de células-tronco contendo o 

cromossomo Y nas células tubulares lesadas. Estes resultados sugerem que a 

proteção exercida pelo G-CSF pode ser devido à mobilização de células-

tronco. Já Nishida et al.(46), apesar do benefício sobre a função renal, em seu 

modelo de IRA, não conseguiram demonstrar o aumento do número de 

células-tronco que expressam os marcadores de superfície CD34, c-kit e CD45 

por imunohistoquímica nos tecidos renais dos animais tratados com G-CSF. 

Nos modelos de IRC, Stokman et al.(50), puderam demonstrar que a 

administração de G-CSF promoveu mobilização de células-tronco 

hematopoiéticas (c-Kit/Sca-1) no sangue periférico e que estas células 
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migraram para o rim obstruído (modelo de obstrução ureteral unilateral) 

porém não demonstraram benefícios sobre a função renal e parâmetros 

histológicos. Em resumo, parece haver evidências que o fator G-CSF estimula 

a mobilização de células-tronco hematopoiéticas e progenitoras endoteliais 

endógenas, sendo este um importante mecanismo de ação. 

  No presente estudo, o grupo tratado com granuloquine, apresentou 

aumento da expressão de dois marcadores (CD34 e Sca1) sugerindo 

mobilização de células-tronco adultas da linhagem hematopoiética como 

responsáveis pelo menor grau de lesão tecidual em relação ao controle. Os 

marcadores Sca1 e CD34 sugerem aumento das linhagens hematopoiéticas e 

endoteliais respectivamente. O marcador CD105, representante da linhagem 

mesenquimal, não estava aumentado neste grupo sugerindo ausência de 

mobilização pelo granuloquine. De forma semelhante, Iwasaki et(45) al e 

Stokman et al.(50), também demonstraram que a mobilização de progenitores 

hematopoiéticos/endoteliais ocorreu com a administração de granuloquine.  

   A eritropoetina também exerce efeito sobre a mobilização de células-

tronco. Semelhante ao granuloquine, sua ação ocorre de forma mais intensa na 

mobilização de progenitores endoteliais. Heeschen et al., demonstraram que o 

tratamento com EPO resultou em mobilização de progenitores endoteliais 

(CD34+Flk-1+) no sangue periférico de camundongos tratados com o fator. 
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Um disco implantado no subcutâneo desses animais apresentou 

neovascularização no grupo EPO o que não ocorreu no controle tratado com 

salina. Os autores sugerem a migração das células progenitoras mobilizadas 

pela EPO e conseqüente neovascularização(56). Com a eritropoetina, no 

entanto, as linhagens de células-tronco mesenquimais também podem ser 

estimuladas. Bi et al., em um experimento de IRA por cisplatina com 

camundongos B57BL/6J tratados com EPO 1.000UI/kg encontraram melhora 

da função renal nos animais tratados. Esses autores demonstraram a presença 

de receptores de EPO nas linhagens mesenquimais e que o cultivo destas 

células in vitro junto com EPO resultou em estimulo para sua proliferação. O 

tratamento com EPO também resultou em aumento no número de células 

mesenquimais (CD45-Flk1-CD105+) na medula óssea dos camundongos.  

Adicionalmente foi demonstrado o aumento na circulação de células 

progenitoras endoteliais (CD45-Flk1+)(87). Assim, Bi et al.(87), demonstraram 

a participação da EPO na mobilização de precursores mesenquimais além dos 

já conhecidos progenitores endoteliais. Em resumo, a EPO estimula a 

mobilização de progenitores endoteliais e mais recentemente tem sido 

demonstrada sua ação na mobilização da linhagem mesenquimal.  

  No presente estudo, o grupo eritropoetina  apresentou aumento da 

expressão de Sca1 e CD34 sugerindo participação da linhagem de 
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progenitores hematopoiéticos e endoteliais no reparo da lesão renal como 

descrito por Heeschen et al.(56). O aumento da expressão de CD105 sugere a 

participação de progenitores mesenquimais como já descrito por Bi et al.(87).  

  Também se atribui a eritropoetina uma importante ação na preservação da 

microcirculação renal. De forma semelhante o estudo de Hohenstein et al., 

mostrou que lesão ao sistema endotelial de rins de ratos levou a produção de 

uma série de fatores angiogênicos após 30 minutos da agressão. Estes fatores 

atuaram tanto no recrutamento de células progenitoras endoteliais e 

hematopoiéticas quanto diretamente na preservação das células endoteliais. A 

injeção de doses elevadas de eritropoetina após 2 horas da agressão levou a 

uma redução marcante na lesão da microcirculação renal(88).  

  Em conclusão, no presente estudo não medimos a mobilização de células-

tronco no sangue periférico com a administração de G-SCF ou EPO através de 

técnicas de citometria de fluxo, porém fomos capazes de demonstrar a 

presença de linhagens hematopoiéticas (Sca1+), progenitoras endoteliais 

(CD34+) e progenitoras mesenquimais (CD105+) no tecido renal por técnica de 

imunohistoquímica. Estas análises, tanto da linhagem progenitora endotelial 

quanto mesenquimal apontam para uma maior expressão nos grupos de 

tratamento. Quando analisamos o controle negativo (rim de camundongo não 

submetido a infusão de adriamicina) observamos uma expressão reduzida 
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destas três linhagens. Já nos grupos em estudo ocorreu um aumento de 

expressão que foram significativamente maiores nos grupos de tratamento 

(granuloquine, EPO e G+EPO). Apenas no grupo tratado com granuloquine, 

as linhagens progenitoras mesenquimais não estavam aumentadas.  

Usando análises de correlações notamos uma forte associação entre os 

marcadores de progenitores hematopoiéticos e endoteliais (Sca1 e CD34), uma 

correlação moderada entre progenitores hematopoiéticos e mesenquimais 

(Sca1 e CD105) e ausente entre progenitores endoteliais e mesenquimais 

(CD34 e CD105). Através de correlações com parâmetros histológicos 

podemos inferir que as células progenitoras hematopoiéticas e endoteliais 

estão aumentadas no tecido renal sem fibrose conferindo proteção. Já os 

progenitores mesenquimais não se associaram a melhora histológica. Como 

demonstrado por Magnasco et al.(37), e Choi et al.(36), o primeiro com 

modelo de nefropatia por adriamicina e o segundo com modelo de nefrectomia 

5/6 a administração de células-tronco mesenquimais não foram capazes de 

modificar a evolução da nefropatia nestes modelos de insuficiência renal 

crônica. De forma contrária, Semedo et al., no modelo de doença renal crônica 

por nefrectomia 5/6, demonstraram que a administração de células-tronco 

mesenquimais correlacionou-se com menor fibrose no tecido renal(89). 

Cavaglieri et al., de forma semelhante e também em modelo de nefrectomia 
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5/6 demonstraram que a infusão de células-tronco mesenquimais em ratos 

Wistar resultou em proteção com queda da creatinina e redução da 

glomeruloesclerose(90). 

 Assim, acreditamos que no presente estudo de lesão renal crônica pela 

adriamicina, o benefício alcançado deve-se aos progenitores 

hematopoiético/endoteliais mais do que aos progenitores mesenquimais. 

Creditamos parte do efeito benéfico dos progenitores hematopoiéticos na 

preservação dos capilares peritubulares. Como demonstrado por alguns 

autores, os capilares peritubulares estão associados a estes progenitores. Li et 

al., demonstraram que a infusão de células-tronco hematopoiéticas, no modelo 

de IRA por isquemia-reperfusão, promoveu o aumento do número de capilares 

peritubulares e a preservação da função renal nos grupos tratados. As células-

tronco hematopoiéticas adquiriram marcadores de células endoteliais e 

incorporaram-se na microcirculação atenuando a lesão isquêmica de forma 

direta e também por ação parácrina(91).  Assim, dois recentes estudos 

apontam as células progenitores endoteliais/hematopoiéticas e os capilares 

peritubulares como importantes para a preservação da função renal(88;91). 

Em resumo, no presente estudo, tanto o granuloquine quanto a 

eritropoetina foram responsáveis pela mobilização de progenitores 

hematopoiéticos/endoteliais que estiveram fortemente associados entre si e 
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que se associaram a menor severidade de lesão histológica. A eritropoetina, 

adicionalmente, também foi responsável pela mobilização de progenitores 

mesenquimais, porém, sem tradução na melhora histológica. Os grupos de 

tratamentos somados (granuloquine + eritropoetina) não obtiveram ganho 

adicional. Para explicarmos este resultado postulamos duas teorias: a ausência 

de ação de progenitores mesenquimais neste modelo e a ausência de efeito 

aditivo sobre as linhagens hematopoiéticas. O tratamento combinado leva a 

mobilização de linhagens mesenquimais e hematopoiéticas. Supondo a 

ausência de ação da linhagem mesenquimal, explicamos a ausência de ganho 

na combinação de G-CSF com EPO. Adicionalmente ambos os fatores 

também agem nas linhagens hematopoiéticas e o tratamento combinado não 

exerceu efeito aditivo, ou seja, a combinação dos fatores não se traduziu em 

maior estímulo de “homing”.  

Deve-ser ressaltar que como não foi realizada a infusão direta de 

linhagens hematopoiéticas e mesenquimais não é possível afirmar 

incontestavelmente que a linhagem mesenquimal não confere proteção. A 

conclusão de que a linhagem mesenquimal não conferiu proteção no presente 

trabalho é indireta e baseou-se em análise de correlações com os parâmetros 

histológicos. Outro ponto que merece destaque é o papel de cada linhagem de 

célula-tronco endógena e exógena. Os trabalhos que mostraram benefícios das 
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linhagens mesenquimais nos modelo de IRC(89;90) obtiveram estes resultados 

com a infusão de células-tronco adultas exógenas da medula. As células-

tronco endógenas(24), que são as estimuladas pelos fatores de tropismo como 

o G-CSF e EPO, podem apresentar comportamento diverso.   
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Células-Tronco Adultas extra-medula 

  

Recentemente, o trabalho de muitos pesquisadores, tem se voltado para 

a procura de células-tronco residentes em tecidos extra-medula como o 

rim(18;92;93). O processo de identificação de células tronco residentes em 

órgãos extra-medula é difícil, porém podemos usar algumas características 

próprias das células-tronco como o ciclo celular lento. Assim utilizando um 

marcador de DNA como o bromodeoxiuridina (BrdU), podemos identificá-las 

pela retenção prolongada do marcador(19). Com esta metodologia, Oliver et 

al.(93), puderam identificar na papila renal células com estas características. O 

isolamento deste grupo de células, in vitro, mostrou uma alta capacidade de 

diferenciação estimulada pela redução da tensão de O2. Estas células quanto 

injetadas no córtex renal se incorporaram no parênquima. Os autores 

concluíram que a papila renal é um importante nicho extra-medula de células-

tronco.  Utilizando metodologia semelhante, Maeshima et al.(92), 

demonstraram, em rins de ratos, a presença de células-tronco entre as células 

epiteliais tubulares com capacidade de proliferação e diferenciação em túbulos 

frente a insultos isquêmicos. Os autores concluem que estas células residentes 

nos túbulos renais são uma fonte de renovação após injuria celular sendo um 

nicho extra-medula de células progenitoras. Células-tronco adultas também 
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foram identificadas em células parietais da cápsula de Bowman em rins de 

ratos. Estas células isoladas e colocadas em meios apropriados de cultura 

foram capazes de originar células tubulares(21). 

Lee et al., isolaram uma linhagem de células progenitoras em rins de 

camundongos e demonstraram que sua infusão, no modelo de isquemia-

reperfusão, foi capaz de atenuar a lesão isquêmica. As células progenitoras 

foram caracterizadas por um método diferente da marcação de DNA por BrdU 

descrito acima. Elas foram caracterizadas pela expressão de marcadores 

específicos confirmados por imunohistoquímica (Oct-4; CD29; Pax-2). Estas 

células injetadas diretamente no parênquima renal de camundongos, 

submetidos a injúria de isquemia-reperfusão, atenuaram a lesão renal. A 

análise de imunohistoquímica após 30 dias da infusão demonstrou aumento da 

expressão de marcadores CD34 e E-caderina(94).  

Assim em resumo, utilizando métodos de marcação de DNA, cultura 

celular ou por meio de marcadores específicos (CD24, CD133, Sca1, Oct-4) 

foi possível isolar em rins de animais de experimentação nichos de células-

tronco em diversos compartimentos. Foram identificadas células na papila, no 

túbulo proximal, no interstício e nas células parietais da cápsula de Bowman 

com predominância para o túbulo proximal. A maioria destas células tiveram 

capacidade de se diferenciar em células tubulares(19).  
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A taxa de renovação das células renais é baixa em condições normais 

sendo estimada em 0,22-0,33%; 0,4% e 0,45% respectivamente para as células 

epiteliais tubulares, células dos capilares peritubulares e o endotélio dos 

glomérulos(95). Estes dados sugerem a presença de uma região onde existam 

células com maior capacidade de renovação principalmente frente a insultos 

que necessitem de replicações celulares mais rápidas.  Os estudos 

apresentados evidenciam que o rim pode ser um nicho extra-medula 

contribuindo, assim, como uma fonte de células progenitoras. 

Como possível limitação do ensaio do presente estudo não podemos 

precisar a origem das células-tronco. Assim os fatores de tropismo 

(granuloquine e eritropoetina) foram capazes de efetiva mobilização de 

progenitores hematopoiéticos e mesenquimais, porém não confirmamos a 

origem de tais células (medula óssea x tecido extra-medula). Diversos autores 

demonstraram que o granuloquine, tanto em modelos de IRA(44;45) quanto 

IRC(50;83), foi um fator estimulante de tropismo para células-tronco oriundas 

da medula. De maneira semelhante, alguns autores também comprovaram a 

mobilização de células-tronco da medula pela ação da Eritropoetina(56;87). 

No entanto, é possível, em teoria, que ambos os fatores atuem no 

microambiente das células-tronco do tecido renal propiciando estímulos para 
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sua diferenciação quando frente a insultos de injúria celular e conseqüente 

necessidade de replicação.  
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Outras Ações dos Fatores de Tropismo: G-
CSF 
 
  
 
  Diversos autores conseguiram provar que a aplicação do fator G-CSF 

estimula a liberação de células-tronco hematopoiéticas e/ou progenitoras 

endoteliais(44;45;50), entretanto, outros trabalhos(46;49) obtiveram 

benefícios com o uso de G-CSF sem, no entanto, demonstrarem a efetiva 

mobilização ou a presença de células-tronco no tecido lesado. Stokman et al., 

demonstraram em experimento de IRA por isquemia-reperfusão que a 

administração de G-CSF teve efeito protetor sobre a função renal. Utilizando 

células-tronco hematopoiéticas de camundongos transgênicos machos 

marcadas com flurosceína e transplantadas em fêmeas estes autores não 

conseguiram demonstrar o aumento da migração destas células para os túbulos 

lesados no grupo G-CSF. Apesar da melhora da função renal, foi encontrado 

maior deposição de macrófagos nos grupos tratados com G-CSF(49). Estes 

resultados sugerem que outros mecanismos podem estar envolvidos no efeito 

benéfico do tratamento com G-CSF. Nishida et al., em excelente revisão, 

aponta diversas ações para o fator G-CSF: modulação da ação de neutrófilos, 

estimulo a migração e proliferação de células endoteliais, efeito direto do G-

CSF sobre as células tubulares e efeito modulador sobre as células T além da 
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já discutida mobilização de células-tronco hematopoiéticas(40). O efeito sobre 

a modulação de neutrófilos é reconhecido como uma provável ação para o G-

CSF. Esse fator estimula o aumento tanto de granulócitos quanto de 

macrófagos que podem desempenhar papel deletério sob a função renal. Togel 

et al.(47), demonstraram efeitos deletérios em seu modelo de IRA (isquemia-

reperfusão) com a administração de G-CSF atribuídas a granulocitose. 

Stokman et al.(49), entretanto, no mesmo modelo de isquemia-reperfusão não 

encontraram aumento de granulócitos nos rins lesados. Esses autores 

obtiveram aumento dos granulócitos séricos que, entretanto, expressavam 

menos L-selectina e iguais concentrações de interleucina-1�. Assim, apesar do 

aumento dos granulócitos sua cinética inflamatória estava alterada devido a 

redução da migração para o tecido lesado. A “rolagem” dos neutrófilos do 

endotélio para a área agredida estava diminuída em função da redução de L-

selectina. Da mesma forma não foram encontrados aumento de citoquinas 

inflamatórias apesar da granulocitose. Em conclusão devemos considerar um 

possível prejuízo na função renal pela granulocitose em alguns modelos(47), 

entretanto, a alteração da cinética inflamatória, como proposto por Stokman et 

al.(49), parece contradizer este efeito deletério.  

  Outro efeito do fator G-CSF é sobre a proliferação e migração de células 

endoteliais que ocorre através de possíveis receptores específicos ou através 
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do estímulo para a migração de progenitores endoteliais. Células endoteliais 

em culturas apresentam crescimento quando adicionadas ao G-CSF sugerindo 

receptores específicos estimulados pelo fator(96) .  

  O G-CSF parece também exercer efeito sobre as células tubulares renais 

com inibição da apoptose. Essa ação, no entanto, não pode ser atribuída como 

efeito direto do G-CSF já que um receptor específico do fator ainda não foi 

demonstrado em células tubulares renais. A inibição da apoptose com o uso de 

G-CSF foi estudado em células do miocárdio. Harada et al., demonstraram que 

estas células exibem receptores de G-CSF. Sua ligação leva a ativação de 

sinais de transdução da família Janus quinase-2 (Jak-STAT) resultando em 

propriedades anti-apoptóticas nos cardiomiócitos e conseqüente redução da 

área de infarto(97). Assim, especulamos que uma possível ação, por 

mecanismos semelhantes, possa ocorrer em células tubulares renais. 

  E por fim, o fator G-CSF também exerce ações reguladoras no sistema 

imune através de ação sobre células T e dendríticas. O G-CSF pode alterar o 

padrão de secreção de citoquinas dos linfócitos T estimulando a diferenciação 

na população Th2. Também pode estimular a diferenciação de células T 

reguladoras e células dendríticas com características de tolerância(98). 

Diversos estudos, com doenças auto-imunes, como lúpus eritematoso 

sistêmico, esclerose múltipla  e doença inflamatória intestinal tem sido 
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testados com o fator G-CSF devido as propriedades citadas. Em conclusão, 

diversos mecanismos além da migração direta de células-tronco endógenas, 

podem ser responsáveis pela ação do G-CSF tendo ele possíveis ações anti-

apoptóticas e de regulação no sistema imune (Figura 24).  

  Apesar dos diversos mecanismos de ação, creditamos no presente 

trabalho, a ação do granuloquine na mobilização de células-tronco adultas. 

Esta conclusão esta embasada nos resultados da análise de imunohistoquímica 

o que não descarta, no entanto, que outras ações possam ocorrer de forma 

simultânea explicando o benefício do tratamento com G-CSF. 
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Figura 24. Mecanismo de Ação do G-CSF. O fator G-CSF estimula as células-
tronco endógenas para a mobilização de precursores hematopoiéticos (HSC) e 
células progenitoras endoteliais (EPC). Outra possível ação é o estímulo direto 
do fator sobre as células tubulares inibindo a apoptose. Seu efeito regulador 
sobre o sistema imune é observado pela produção de citoquinas de padrão 
anti-inflamatório (balança) de forma mais intensa do que citoquinas 
inflamatórias favorecendo a formação de células reguladoras. O fator também 
estimula a diferenciação de células dendríticas tolerogênicas e células T com 
padrão regulador (CD4+CD25+FoxP3+) reduzindo a atividade inflamatória. O 
recrutamento de granulócitos induzido pelo fator pode ter efeito deletério 
aumentando a inflamação, porém devido a menor expressão de L-selectina a 
presença de neutrófilos nos tecidos lesados pode não estar aumentada.  
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Outras Ações dos Fatores de Tropismo: 
Eritropoetina 

 

Para a eritropoetina tem sido demonstrado que sua ação ocorre pela 

mobilização de progenitores endoteliais(56) e até mesmo de linhagens 

mesenquimais(87). Suas ações, no entanto, incluem uma vasta gama de efeitos 

citoprotetores incluindo o reparo do sistema vascular por progenitores 

endoteliais até efeitos diretos do hormônio pela inibição da apoptose de 

células tubulares. Vesey et al., demonstraram que a administração de EPO à 

células tubulares em cultura promoveu redução no número de apoptose celular 

induzida pela hipóxia (1% de O2) de maneira dose dependente. Estes mesmos 

autores mostraram no modelo de isquemia-reperfusão em ratos que a EPO 

promoveu semelhante ação também in vivo(99). Esses resultados sugerem 

efeito direto da EPO na inibição da apoptose celular. Os efeitos na inibição da 

apoptose são atribuídos a ligação da EPO a receptores específicos para a 

Eritropoetina (EPO-r). Estes receptores foram encontrados em tecidos neurais, 

nos endotélios e nos epitélios dos túbulos renais(100). Fishbane et al., 

mostraram proteção de células tubulares e do mesangio pela EPO e pela 

darbepoetina a vários graus de insulto (tóxicos e hipóxia). Esta proteção 

ocorreu através da ligação com receptores de eritropoetina específicos. Um 

análogo de EPO que não se liga ao seu receptor (EPO-r) não apresentou efeito 
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benéfico sugerindo participação do receptor de EPO na inibição da apoptose 

celular(101). 

  A ligação do receptor EPO-r com a eritropoetina leva a ativação da via da 

Janus quinase-2 e conseqüente ativação de numerosas vias intracelulares de 

sinalização. Estas vias incluem a via do fator de transcrição 5 (STAT5), 

ativação da proteína mitogênica ativada (MAPK) e da fosfoinositol quinase-3 

(PI3K)/Akt. Estas três vias exercem efeitos anti-apoptóticos pela inibição da 

FOXO3a, inativação de glicoproteina quinase-3�, redução da atividade de 

proteínas pró-apoptoticas (Bad, Bax) e aumento da atividade das proteínas 

anti-apoptóticas (Bcl-2,Bcl-xl). Outras ações incluem a inativação de caspases 

3, 8 e 9, manutenção do potencial de membrana das mitocôndrias e 

preservação da síntese de ATP. O fator NK-�� é ativado pela via Akt e tem 

sido implicado no efeito protetor da EPO. A ativação do NK-�� leva a 

ativação de proteínas anti-apoptóticas (Bcl-xl, XIAP e Gadd45�). Outra ação 

do NK-�� ocorre através da inibição do óxido nítrico (NO) e aumento da 

expressão do fator induzido pela hipóxia (HF-1). O fator HF-1, por sua vez, 

aumenta a produção de eritropoetina (Figura 25)(102).  
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Figura 25. Efeito de citoproteção da Eritropoetina (EPO) através da inibição 
da apoptose celular pela ativação da Janus quinase 2 (JAK2). A ligação da 
EPO a seus receptores específicos (EPO-r) leva a fosforilação de resíduos de 
tirosina da JAK2 intracelulares que por sua vez ativa outras vias de 
sinalização. Essas vias incluem o sinal de ativação e transcrição 5 (STAT5), 
proteína miogênica ativada (MAPK) e fosfoinositol quinase 3 (PI3K)/Akt. 
Estas três vias exercem efeitos de proteção pela ativação de fatores anti-
apotóticos (Bcl-xL, A1/Bif-1, HSP-70) e pela inibição de caspases (cIAP-2 e 
XIAP).  A via Akt e NK-�� também estimulam a produção do fator induzido 
pela hipóxia (HF-1). Esse fator exibe efeito adicional em estimular a produção 
de EPO (seta pontilhada).  
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   Katavetin et al., em recente revisão sobre a EPO, sugere que o sinal de 

apoptose celular ocorre em células severamente agredidas como um fator de 

morte programada antes da necrose celular. Dessa forma, a apoptose funciona 

como um fator de “morte pacífica” em células irreversivelmente lesadas. 

Assim, a simples inibição da apoptose não apresenta o efeito citoprotetor 

esperado porque as células gravemente lesadas não funcionam de forma 

adequada e eventualmente sofrem necrose. As células necróticas são deletérias 

por induzir inflamação causando dano adicional. Os autores sugerem que os 

benefícios da EPO estão além de seus efeitos de inibição da apoptose e deve-

se a efeitos antioxidantes. Assim os efeitos antioxidantes produziriam 

citoproteção das células e dessa forma o efeito anti-apoptotico em células 

pouco lesadas resultaria em benefícios(103).  

   Os efeitos antioxidantes da EPO tem sido investigados em células em 

cultura. Sua ação ocorre pelo estímulo da hemo-oxigenase-1 (HO-1) que é 

uma proteína antioxidante. A EPO exerceu proteção do efeito do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela ação da HO-1 em células endoteliais em cultura. 

Também foi demonstrado aumento da expressão da atividade da HO-1 por 

técnica de imunohistoquímica em ratos Dahl sal-sensíveis. Estes animais 

representam um modelo de doença renal crônica túbulo-intersticial quando 

mantidos em dietas com baixo teor de sal. Nesse modelo (ratos Dahl e dieta 
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com baixo teor de sal) a EPO reduziu a proteinúria e o grau de lesão a 

capilares peritubulares comparados ao controle. Essa nefroproteção foi 

associada ao efeito da HO-1(104). A hemo-oxigenase-1 também pode ser 

ativada pela via da PI3K/Akt(105). Essa via intracelular é ativada pela ligação 

EPO ao seu receptor e conseqüente ação da Janus quinase-2. Esses achados 

sugerem que a EPO pode aumentar diretamente a produção de HO-1 pela via 

PI3K/Akt. Outras ações ocorrem pela indução de enzimas antioxidantes como 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.  

  Em resumo, a ação da eritropoetina se dá além do estímulo de migração 

de células-tronco através de mecanismos diretos de citoproteção. Estes 

mecanismos não estão completamente elucidados, porém receptores de EPO 

foram encontrados em células renais favorecendo a hipótese de ação direta da 

EPO. Sua ação ocorre pela inibição da apoptose celular pela ativação da 

JAK2/STAT5 e JAK2/PI3K/Akt somadas a um provável efeito antioxidante 

principalmente pelo aumento da expressão da proteína antioxidante HO-1.   

  Pelo exposto, a ação da eritropoetina é provavelmente multifatorial, 

porém creditamos no presente estudo sua ação na mobilização de células-

tronco tanto das linhagens progenitora endotelial quanto da mesenquimal. Esta 

conclusão se apóia nos resultados do estudo de imunohistoquímica. 
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  Para uma investigação ampla dos mecanismos de ação da eritropoetina e 

do granuloquine se faz necessário outro modelo de estudo. Conseguimos 

creditar o efeito benéfico de ambos os fatores em estimular a migração de 

células-tronco no presente trabalho. Ressalta-se, mais uma vez, que outros 

mecanismos de ação podem agir de maneira aditiva.  
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Conclusão 

  

 o modelo experimental de nefropatia por adriamicina em 

camundongos, a administração de granuloquine ou eritropoetina 

concomitante à agressão atenua a lesão renal.  

  O fator G-CSF é hoje usado, além de sua ação clássica, no tratamento de 

lesões cardíacas isquêmicas e insuficiência renal aguda com resultados 

promissores. Não foi ainda claramente demonstrado seu papel no tratamento 

da lesão renal crônica. Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar proteção 

histológica do fator G-CSF num modelo de insuficiência renal crônica. 

  A eritropoetina também tem sido usada além de sua função clássica em 

estimular a eritropoiese no tratamento da insuficiência renal aguda já em 

ensaios clínicos randomizados em pacientes em alto risco de IRA. Nossos 

dados confirmam o resultado de outros pesquisadores que a EPO também 

parece exercer proteção em modelos de IRC. Não encontramos efeitos aditivos 

dos dois tratamentos combinados (EPO + granuloquine). 

  Creditamos a ação benéfica destes fatores, em estimular o tropismo de 

células-tronco da medula para o rim. Embasa esta teoria a análise de 

imunohistoquímica que revelou aumento da expressão de progenitores 

  N 
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hematopoiéticos e endoteliais no tratamento com granuloquine e aumento da 

expressão de progenitores hematopoiéticos, endoteliais e mesenquimais no 

tratamento com eritropoetina. Os progenitores hematopoiéticos e endoteliais 

correlacionaram-se com a melhora da histologia mais do que os progenitores 

mesenquimais. É possível que a eritropoetina e o granuloquine tenham efeito 

também no microambiente extra-medula em nichos de células-tronco adultas 

que se encontram em diferentes compartimentos do rim. Outros efeitos 

específicos diferentes do estímulo a proliferação e diferenciação de células-

tronco tais como inibição da apoptose, modulação da resposta imunológica e 

ação antioxidante também podem contribuir para a proteção obtida nos grupos 

tratados. Estes efeitos podem atuar de forma sinérgica à migração de células-

tronco.  

  Os resultados positivos obtidos na histologia encorajam o uso da 

eritropoetina e do granuloquine como alternativas de tratamento para a doença 

renal crônica. Julgamos necessários estudos adicionais para investigação de 

seu mecanismo de ação, bem como dose e tempo de administração. 
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