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RESUMO 

Souza, C.S. Influência da deficiência de vitamina D na evolução da nefropatia 

diabética. 2023 Tese (Doutorado em Ciências, área de concentração: Fisiologia) – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

São Paulo, 2023. 

A nefropatia diabética (ND) é caracterizada por alterações renais que podem ser 

exacerbadas pela deficiência de vitamina D (VitD). Embora a VitD seja uma importante 

ferramenta para o controle glicêmico e da pressão arterial, os efeitos da sua deficiência 

sobre a angiogênese, inflamação e fenótipo das células no rim de ratos com diabetes 

mellitus tipo 1 (DM1) ainda não são totalmente conhecidos. Este estudo avaliou a 

influência da deficiência de vitamina D (VitD) na angiogênese, inflamação e no processo 

de transição epitélio-mesenquimal (TEM) durante a evolução da ND. Ratos Wistar 

Hannover foram alimentados com dieta contendo ou não VitD iniciadas seis semanas 

antes da administração de estreptozotocina para indução do DM1. Após a indução do 

diabetes, os ratos permaneceram por mais 12 e 24 semanas alimentados com as dietas 

contendo ou não VitD. Ao final da décima segunda e da vigésima quarta semana os 

animais foram eutanasiados sendo os rins e amostras de sangue e urina coletadas para 

estudos de função e estrutura renal. Foram realizadas avaliações da pressão arterial, 

glicemia, estrutura e função renal, níveis séricos de VitD e PTH, expressão proteica do 

receptor de VitD, níveis plasmáticos e urinários de cálcio e fósforo, níveis urinários e 

teciduais de TGF-β1, marcadores da inflamação e angiogênese e de proteínas da matriz 

extracelular (MEC). Os resultados obtidos mostraram que ratos diabéticos deficientes em 

VitD apresentaram aumento das lesões histológicas e comprometimento da função renal 

quando comparado com os ratos diabéticos suficientes VitD. Essas alterações estavam 

associadas à disfunção endotelial, inflamação e ao aumento da expressão de marcadores 

de TEM induzidos pela deficiência de VitD nesses animais com 12 e com 24 semanas 

após a indução do diabetes. Portanto, nossos dados sugerem que a deficiência de VitD 

acelera a progressão da ND em ratos diabéticos. 

 

Palavras-chave: Inflamação, Transição Epitélio-Mesenquimal, Disfunção Endotelial, 

Nefropatia Diabética, Vitamina D. 

 



 
 

ABSTRACT 

Souza, C.S. Influence of the vitamin D deficiency on the evolution of diabetic 

nephropathy. 2023 Thesis of Doctorate in Sciences (area of concentration: Physiology) 

– Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo 

2023.  

Diabetic nephropathy (DN) is characterized by renal changes that can be exacerbated by 

vitamin D (VitD) deficiency. Although VitD is an important factor for glycemic and 

blood pressure control, the effects of its deficiency on angiogenesis, inflammation and 

cell phenotype in the kidney of rats with type 1 diabetes mellitus (T1DM) are still not 

fully known. This study evaluated the influence of vitamin D (VitD) deficiency on 

angiogenesis, inflammation and on the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process 

during the evolution of DN. Wistar Hannover rats fed a VitD-containing diet or VitD-free 

diet before administration of streptozotocin for T1DM induction. After the induction of 

diabetes, the rats remained for another 12 and 24 weeks fed a VitD-containing or VitD-

free diet. At the end of the twelfth and twenty-fourth week, the animals were euthanized 

and the kidneys, blood and urine were collected for studies of renal function and structure. 

Blood pressure, glycemia, serum VitD and PTH levels, VitD receptor protein expression, 

plasmatic and urinary levels of calcium and phosphorus, urinary and tissue levels of TGF-

β1, inflammation markers, angiogenesis and extracellular matrix (ECM) proteins were 

evaluated. Our results showed that diabetic VitD-deficient rats presented an increase in 

the structural lesions and impaired renal function when compared to diabetic rats that 

received VitD-containing diet. These changes were associated with endothelial 

dysfunction, inflammation, as well as too increased expression of EMT markers induced 

by VitD deficiency in these animals with 12 and 24 weeks after diabetes induction. 

Therefore, our data suggest that VitD deficiency leads to faster progression of DN in 

diabetic rats.  

  

Keywords: Inflammation, Epithelial-Mesenchymal Transition, Endothelial Dysfunction, 

Diabetic Nephropathy, Vitamin D. 
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1. INTRODUÇÃO 

A nefropatia diabética (ND) é uma das complicações crônicas mais frequentes e 

graves do diabetes mellitus (DM) e considerada uma das principais causas de doença renal 

em estágio terminal (DRT) no mundo (Papadopoulou-Marketou, Chrousos, Kanaka-

Gantenbein, 2017; Fouli, Gnudi, 2019; Furuya F, Ishii T, Kitamura, 2019). A DRT 

continua como causa primordial de morbidade e mortalidade prematura em pacientes com 

DM tipo 1 (DM1) (Krolewski, 2015; Xu et al., 2020). Funcionalmente, a ND se 

caracteriza pela presença de hiperfiltração glomerular e albuminúria (Hu et al., 2019). 

Morfologicamente, é caracterizada por hipertrofia glomerular, espessamento das 

membranas basais glomerulares e tubulares, expansão mesangial e fibrose túbulo-

intersticial (Wei et al., 2014; Hu et al., 2019).  

A patogênese da ND é complexa e multifatorial e envolve tanto as células 

endoteliais quanto epiteliais renais. A desestabilização endotelial, a transição epitélio-

mesenquimal (TEM) e a inflamação são considerados eventos críticos para o 

desenvolvimento e progressão da ND (Srivastava, Koya, Kanasaki, 2013; Gnudi et al., 

2016; Barutta, Bellini, Gruden, 2022).  

A manutenção da integridade do endotélio renal depende de um equilíbrio entre 

fatores anti e pró-angiogênicos relacionados entre si (Cas, Gnudi, 2012; Gnudi et al., 

2016). Dentre os fatores pró-angiogênicos, a superexpressão do VEGF-A (fator de 

crescimento endotelial vascular A) foi amplamente relatada como um dos principais 

contribuintes da disfunção endotelial, desenvolvimento de albuminúria, hiperfiltração e 

alterações estruturais renais nos estágios iniciais da ND (Cas, Gnudi, 2012; Fu et al., 

2015; Jeong, Ojha, Lee, 2021; Jiang et al., 2022). O processo de TEM é caracterizado 

pela perda de marcadores celulares com perfis epiteliais e aquisição de um fenótipo 

mesenquimal (Xu et al., 2020). Estudos demonstraram que a via de sinalização ZEB1/2 

(Zinc finger E-box binding homeobox 1/2), dependente ou independente da ativação pelo 

TGF-β1 (fator de crescimento transformante beta 1) contribui para o aumento da TEM e 

fibrogênese em glomérulos (Sene et al., 2014) e no compartimento túbulo-intersticial in 

vivo e in vitro (Xiong et al., 2012; Wei et al., 2014; Pu, Zhang, Zhou, 2016) em diferentes 

modelos de doença renal. A inflamação está estreitamente ligada à resposta endotelial 

(Jourde-Chiche et al., 2019) e ao processo de TEM no rim diabético (Chen et al., 2020). 

Durante esses processos são liberadas várias citocinas pró-inflamatórias, que além de 
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contribuírem para a infiltração de células da resposta imune, auxiliam na ativação 

excessiva dessas vias de sinalização por retroalimentação positiva podendo levar a 

destruição do órgão (Chen et al., 2020; Caja, Tan, 2020).    

As expressões do VEGF-A e dos co-repressores da transcrição ZEB1/2 são 

reguladas epigeneticamente pelo microRNA-200b (miR-200b) (Brabletz, Brabletz, 2010; 

Choi et al., 2011). Estudos demonstraram que a regulação negativa da expressão do miR-

200b foi associada ao aumento da permeabilidade vascular em células endoteliais de 

retina submetidas a alta glicose (McArthur et al., 2011) e em células cardíacas de 

camundongos diabéticos (Feng et al., 2016), e relacionada ao aumento da TEM em 

diferentes modelos de doença renal (Sene et al., 2010; Xiong et al., 2012). Além disso, 

estudos clínicos e experimentais demonstraram que a deficiência de vitamina D (VitD) é 

fator de risco importante para a progressão da doença renal crônica (DRC) associada ou 

não ao diabetes mellitus (DM) (Joergensen et al., 2011; Forouhi et al., 2012; Rossing et 

al., 2015; Song et al., 2013; Thethi et al., 2015).  

1.1 Diabetes mellitus tipo 1 e nefropatia diabética 

Estudos da Federação Internacional de Diabetes (IDF) demonstraram que o 

número de crianças, adolescentes e adultos que possuem DM1 no mundo é superior a um 

milhão, tendo o Brasil classificado como o terceiro país com o maior número de casos, 

possuindo 92.300 pessoas acometidas com essa enfermidade (IDF, Diabetes Atlas 10ª 

edição, 2021). O DM1 é uma doença crônica caracterizada pela incapacidade do 

organismo em produzir insulina (Arneth, Arneth, Shams, 2019) e se desenvolve como 

resultado da destruição autoimune seletiva das células β-pancreáticas, que são as células 

produtoras de insulina (Pathak et al., 2019). A patogênese do DM1 é considerada 

multifatorial e envolve tanto fatores genéticos quanto de riscos ambientais (Haris et al., 

2021).   

A hiperglicemia causada pelo diabetes provoca alterações macro e 

microvasculares (Silva et al., 2019). A ND é considerada uma das complicações 

microvasculares crônicas mais frequentes e graves do DM1, visto que está 

frequentemente relacionada à progressão para a perda da função renal e consequente risco 

de morte prematura nesses pacientes (Tuttle et al., 2014; Papadopoulou-Marketou, 

Chrousos, Kanaka‐Gantenbein, 2017; Furuya, Ishii, Kitamura, 2019; Ishii et al., 2019). A 
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ND pode ser descrita em cinco estágios: estágio 1 ou de hiperfiltração, em que há uma 

aumento da taxa de filtração glomerular (TFG); estágio 2, em que a TFG retorna a níveis 

normais e há presença de microalbuminúria (albuminúria de 20 a 200 μg/min ou 30 a 300 

mg/24h); estágio 3 ou de macroalbuminúria, fase caracterizada por uma excreção urinária 

de albumina acima de 300 mg/24h e que geralmente está associada com hipertensão 

arterial; estágio 4 ou de síndrome nefrótica, com excreção urinária de albumina acima de 

3000 mg/24h; e o estágio 5 ou de falência renal, que é a fase em que há acúmulo de 

substâncias nitrogenadas na circulação devido queda brusca da TFG bem como intensa 

lesão do parênquima renal e pode haver ou não albuminúria (Hakim, Pflueger, 2010; 

Tervaert et al., 2010; Krolewski, 2015; Magee et al., 2017; Papadopoulou-Marketou, 

Chrousos, Kanaka‐Gantenbein, 2017; Keri, Samji, Blumenthal, 2018; Lin et al., 2018). 

Características morfológicas como alargamento das alças dos capilares, hipertrofia 

glomerular, espessamento da membrana basal glomerular e acúmulo de matriz mesangial 

também são observadas nos estágios iniciais (Vriese et al., 2001; Maclsaac et al., 2014), 

enquanto a glomeruloesclerose e fibrose túbulo-intersticial são observadas nos estágios 

finais da progressão da ND (Lucisano et al., 2013; Sun et al., 2017) (Figura 1).  

 
Figura 1. Características estruturais da progressão da nefropatia diabética. A, glomérulo 

e túbulos normais, alças capilares evidentes (setas laranjas) e células tubulares íntegras 

(estrela vermelha). B, nefropatia diabética estabelecida, deposição de matriz extracelular 

glomerular e capilares estreitados (setas laranjas) e início da deposição intersticial (estrela 

vermelha). C, nefropatia diabética avançada, atrofia glomerular, expansão mesangial e 

redução do número de alças capilares (setas laranjas), fibrose túbulo-intersticial (estrela 

laranja), túbulo atrofiado (estrela vermelha), túbulo necrosado (estrela verde). Adaptado: 

Sharma et al., 2000.    

  

A DRC afeta de 5 a 15% da população mundial (Kaludjerovic et al., 2019), com 

mais de 2 milhões de pacientes em tratamento para a DRT (Furuya, Ishii, Kitamura, 
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2019). O aparecimento de doenças ósseas e cardiovasculares são frequentemente vistas 

nesses pacientes e estão associadas principalmente aos distúrbios do metabolismo mineral 

(Kaludjerovic et al., 2019), que pode ser causado dentre outros fatores pela deficiência de 

VitD (Holick, 2007).   

Ainda não existe cura para a DRC e apesar das terapias atuais para a ND que 

envolvem, essencialmente, o controle glicêmico e da pressão arterial, e o bloqueio do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), a prevalência de pacientes com essa 

enfermidade continua alta e aumenta a cada ano (Checheriţa et al., 2015; Fu et al., 2015). 

Além disso, inúmeros ensaios clínicos para desenvolvimento de novas terapias não 

obtiveram sucesso (Fu et al., 2015) o que torna ainda mais importante o entendimento da 

complexidade que abrange os primeiros sinais da ND para tentar evitar a progressão para 

DRT.  

1.2 Influência da vitamina D na estrutura e na função renal  

O rim tem como função primordial a excreção, no entanto, ele é também uma 

rica fonte de produção de moléculas ativas, incluindo a VitD (Hu et al., 2019). A VitD 

ativa ou calcitriol é um hormônio lipossolúvel obtido de uma série de etapas de 

metabolizações a partir de um precursor produzido pela pele ou adquirido na dieta 

(Nakashima et al., 2016; Xiao et al, 2016). Nesse sentido, a vitamina D3 ou colecalciferol 

proveniente da síntese na pele após exposição solar ou a vitamina D2/D3 oriunda de 

fontes alimentares são transportadas pela circulação ao fígado pela proteína de ligação a 

VitD (VDBP) onde sofrem uma primeira hidroxilação formando a 25-hidroxivitamina D 

[25(OH)D] ou calcidiol, que é a forma de VitD circulante em maior quantidade no 

organismo (Mithal et al., 2009; Jeon, Shin, 2018). A 25(OH)D liga-se a VDBP formando 

o complexo 25(OH)D-DBP e por meio da circulação sanguínea atinge os rins (Nakashima 

et al., 2016). No rim, mais especificamente no túbulo proximal, o complexo 25(OH)D-

DBP é reabsorvido pelo receptor megalina presente na membrana apical das células dessa 

porção tubular e no interior destas é convertido pela ação da enzima 1α-hidroxilase em 

sua forma ativa, a 1α,25-diihidroxivitamina D3 [1α,25(OH)2D3] ou calcitriol (Figura 2) e 

daí retorna a circulação e atua em seus receptores intracelulares (VDR) nos diferentes 

órgãos-alvo (Al-Badr, Martin, 2008; Wang et al., 2012, Jeon, Shin, 2018).   
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Figura 2. Papel do rim na síntese de 1α,25(OH)2D3 e suas ações. 1α-hidroxilase (1-

hydroxylase). Adaptado: Dusso et al., 2011.  

 

Devido a sua localização celular, os VDRs são divididos em dois tipos: VDR de 

membrana (mVDR) e VDR nuclear (nVDR) (Andress, 2006). O mVDR exerce as ações 

não genômicas da VitD e sua resposta está relacionada a alterações de canais iônicos 

(Andress, 2006). O nVDR exerce os efeitos genômicos da VitD e para isso, a 

1α,25(OH)2D3 liga-se ao VDR citosólico que é fosforilado e por heterodimerização se 

liga ao receptor de retinoide-X (RXR) formando o complexo 1α,25(OH)2D3 -VDR-RXR 

que, por sua vez, se transloca para o núcleo e ativa a transcrição de genes relacionadas as 

ações da VitD (Jeon, Shin, 2018). 

O principal papel fisiológico da 1α,25(OH)2D3 é o da manutenção dos níveis 

extracelulares dos íons cálcio (Ca+) e fósforo (P+) no organismo (Wang et al., 2012). No 

entanto, estudos também tem descrito que a VitD é essencial para manutenção e 

integridade das células renais (Dusso et al., 2011; Dusso, Tokumoto, 2011). Isso se deve, 

pelo menos em parte às ações diretas da VitD nesse órgão, pois, foi demonstrado que o 

VDR está presente em praticamente todas as células renais (Wang et al., 2012). Portanto, 

o rim além de principal local de ativação da VitD é também um importante sítio de ação 

desse hormônio (Manucha, Juncos, 2017; Hu et al., 2019), sendo sua deficiência 

amplamente relatada na DRC (Holick, 2007; Li, 2010). Nesse sentido, estudos 
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experimentais demonstraram que a deficiência de VitD está relacionada a piora das lesões 

renais na DRC (Gonçalves et al., 2014; Felício et al., 2016; Bragança et al., 2018; Almeida 

et al., 2019; Bernardo et al., 2022) e tem sido considerada como um dos potenciais fatores 

de risco ao desenvolvimento e progressão da ND em pacientes (Felício et al., 2016; 

Nakashima et al., 2016; Xiao et al., 2016; Felício et al., 2017; Fan et al., 2018). Contudo, 

os mecanismos relacionados com o efeito da sua deficiência na progressão da lesão renal 

não foram ainda completamente elucidados.   

1.3 Transição epitélio-mesenquimal durante a nefropatia diabética 

A fibrose túbulo-intersticial é considerada a consequência final de todas as 

doenças renais progressivas (Hills, Squires, 2011; Lucisano et al., 2013; Zheng et al., 

2017) e é caracterizada por excesso de fibroblastos e células inflamatórias, destruição da 

estrutura das células tubulares, acúmulo de matriz intersticial e consequente rarefação da 

microvasculatura peritubular (Zeisberg, Neilson, 2010). A ativação dos fibroblastos 

túbulo-intersticiais em miofibroblastos, os quais secretam e levam ao acúmulo de 

proteínas de matriz extracelular (MEC) durante a progressão da ND, é considerado o 

passo primordial da fibrose renal (Fragiadaki, Mason, 2011). O principal processo 

relacionado a essa atividade fibrótica no rim diabético é denominado de transição epitélio-

mesenquimal (TEM) (Srivastava SP, Koya D, Kanasaki, 2013). Quando ativados, os 

miofibroblastos passam então a expressar uma ampla gama de proteínas do citoesqueleto 

evidenciando a ocorrência da TEM (Essawy et al., 1997).  

Portanto, a TEM é caracterizada pela repressão de genes relacionados ao 

fenótipo epitelial, como da E-caderina, de proteínas de junções apertadas e citoqueratinas, 

e indução da expressão de genes relacionados ao fenótipo mesenquimal, como da N-

caderina, alfa-actina do músculo liso (α-SMA), desmina e vimentina (Essawy et al., 1997; 

Caja, Tan, 2019). Estudos demonstraram que a deficiência de VitD contribuiu para o 

aumento da deposição de proteínas de MEC e alteração fenotípica das células túbulo-

intersticiais sugerindo aumento da TEM nos rins de ratos em diferentes modelos de DRC 

(Gonçalves et al., 2014; Bragança et al., 2018; Bernardo et al., 2022). Contudo, pouco se 

sabe sobre os mecanismos moleculares pelos quais a deficiência de VitD leva ao 

desenvolvimento e progressão desse processo durante a fibrose renal.    
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 As vias de sinalização associadas à TEM na ND incluem as mediadas por 

ZEB1/ZEB2 (Xiong et al., 2012; Pu, Zhang, Zhou, 2016). As proteínas ZEB1/ZEB2 são 

fatores de transcrição nuclear, possuem alta similaridade estrutural e várias regiões de 

ligação a cofatores que são proteínas com propriedades ativadora ou repressora da 

transcrição gênica, porém, não possuem um domínio próprio de ligação ao DNA 

(Sánchez-Tilló et al., 2012) (Figura 3). Nesse sentido, em conjunto com cofatores, 

ZEB1/ZEB2 atuam como co-repressores da transcrição de genes relacionados a 

características epiteliais enquanto induz a transcrição de genes relacionados ao fenótipo 

mesenquimal (Tylzanowski, 2001), sendo dessa forma, importantes contribuintes para 

ativação do processo de TEM.  

 
Figura 3. Estrutura proteica de ZEB1 e ZEB2. Ambas proteínas ZEB possuem dois 

agrupamentos do tipo dedo de zinco (ZFC) nas extremidades N (Nt-ZFC) e C terminal 

(Ct-ZFC) que se ligam às regiões E-box nas regiões reguladoras dos genes-alvo. Mais ao 

centro dessas proteínas, encotram-se ainda um dedo de zico extra (o Mid-ZF) e um 

homeodomínio (HD), que também auxialiam na ligação das proteínas ZEB ao DNA. 

Proteínas sinalizadas em verde significam coativadoras, em vermelho correpressores e 

em azul outros fatores de transcrição. Adaptado: Sánchez-Tilló et al., 2012.    

 

 

O TGF-β é considerado o principal indutor das alterações fibróticas no rim 

diabético (Hills, Squires, 2011) e do processo de TEM mediado por ZEB1/ZEB2 (Hua et 

al., 2020). Essa citocina pró-fibrótica constitui uma família de fatores de crescimento que 

inclui três isoformas: TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, sendo o TGF-β1 presente em maior 

quantidade no tecido renal (Sabbineni, Verma, Somanath, 2018). A transdução de sinal 

para o núcleo celular induzida pelo TGF-β1 quando ligado a seus receptores de membrana 

do tipo I e II (TGF-βR1 e TGF-βRII) pode ocorrer por via canônica e/ou não canônica 

(Yang et al., 2019; Hua et al., 2020). No núcleo, esse sinal induz a transcrição de genes 

em resposta ao TGF-β1, incluindo de ZEB1/ZEB2 (Hua et al., 2020).  
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O TGF-β1 e as proteínas ZEB1/ZEB2 juntamente com microRNAs (miRs) da 

família 200 (miR-200) integram uma rede de sinalização autócrina que regulam a TEM 

(Gregory et al., 2011). MiRs são pequenos RNAs não codificantes que atuam se ligando 

nas regiões 3’UTRs (untranslated region) do RNA mensageiro (mRNA) dos genes-alvo 

silenciando a expressão destes através da inibição da tradução ou indução da sua 

degradação (Hill, Browne, Tulchinsky, 2012). A família de miR-200 engloba cinco 

membros divididos em dois grupos baseados na semelhança entre suas sequências 

gênicas: miR-200a e miR-141 que pertencem ao grupo I; e miR-200b, miR-200c e miR-

429 que pertencem ao grupo II (Gregory et al., 2008; Park et al., 2008; Kato et al., 2011). 

Associado a isso, foi demonstrado que ZEB1 possui oito sítios de ligação 3' UTR para 

miR-200, sendo cinco sítios para integrantes do grupo II e três para os do grupo I; e ZEB2 

compreende nove sítios de ligação 3' UTR para miR-200, com seis sítios para 

componentes do grupo II e três para os do grupo I (Brabletz, Brabletz, 2010).  

Foi demonstrado que a regulação negativa dos miRs da família 200 está 

associada ao aumento da TEM e fibrose renal induzida pelo TGF-β1 via ZEB1/ZEB2 em 

cultura de células e em diferentes modelos animais de doença renal (Xiong et al., 2012; 

Sene et al., 2014; Wei et al., 2014; Pu, Zhang, Zhou, 2016; Yang et al., 2019). Estudos 

sugerem ainda que a regulação da TEM via TGF-β/ZEB/miR-200 envolve uma alça dupla 

de retroalimentação negativa na qual o TGF-β leva ao aumento da expressão de 

ZEB1/ZEB2 e estes regulam os miR-200 ou pela perda da repressão do TGF-β pelos miR-

200 (Gregory et al., 2008; Brabletz, Brabletz, 2010; Hill, Browne, Tulchinsky, 2012) 

(Figura 4). Contudo, até o momento não foram encontrados trabalhos associando a 

deficiência de VitD e a regulação da TEM pela via de sinalização TGF-β1/ZEB/miR-200 

durante a progressão da ND, o que torna ainda mais importante a busca por novos alvos 

terapêuticos para tentar retardar a progressão para a DRT.     
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Figura 4. Modelo de regulação da TEM pela família miR-200. Os miRs-200 mantém as 

características fenotípicas celulares pela repressão pós-transcricional de ZEB1/ZEB2 e 

TGF-β. Quando estimulado pelo TGF-β, as proteínas ZEB1/ZEB2 são reguladas 

positivamente e regulam negativamente os miRs-200. A expressão reduzida dos miRs-

200 aumenta a sinalização autócrina do TGF-β pela perda da sua atividade repressora 

sobre esse fator de crescimento. Adaptado: Gregory et al., 2008.  

 

 

1.4 Angiogênese durante a nefropatia diabética  

A angiogênese é um processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir 

de vasos pré-existentes (Tahergorabi, Khazaei, 2012; Costa, Soares, 2013). Quando 

ocorre de forma normal, é controlada por um balanço entre fatores pró e anti-

angiogênicos, contribuindo para a manutenção e sobrevivência das células endoteliais 

(Jeong et al., 2021). Entretanto, quando a angiogênese é persistente e desordenada leva a 

desequilíbrios vasculares com consequências consideráveis na estrutura e função renal de 

pacientes com ND (Nakagawa et al., 2009; Costa, Soares, 2013). 

As células primordiais envolvidas no processo de angiogênese são as células 

endoteliais (Tahergorabi, Khazaei, 2012), as quais têm relevante participação na estrutura 

da barreira de filtração glomerular, atuando como a primeira linha de defesa na restrição 

da passagem de proteínas de alto peso molecular do plasma para urina e em conjunto com 

os podócitos, membrana basal e células mesangiais na prevenção da proteinúria 

(Haraldssona, Nystrom, 2012). Nesse sentido, durante o desenvolvimento e progressão 
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da ND a angiogênese descontrolada é caracterizada por concentrações elevadas (sérica, 

urinária e no tecido renal) dos fatores pró-angiogênicos VEGF-A (forma da família VEGF 

predominantemente encontrada em glomérulos) e Angpt-2 (Lim et al., 2004; Cas, Gnudi, 

2012; Petrica et al., 2014; Dworacka et al., 2015; Fu et al., 2015; Jiang et al., 2022). 

Em condições fisiológicas o VEGF-A é constitutivamente expresso pelos 

podócitos, que são células epiteliais viscerais glomerulares ligadas à membrana basal e 

que juntas circundam as células endoteliais (Cas, Gnudi, 2012; Furuya, Ishii, Kitamura et 

al., 2019; Ishii et al., 2019; Gil, Hooker, Larrivée, 2021). Ainda sob essas condições, a 

secreção autócrina/parácrina do VEGF-A dos podócitos para as células endoteliais 

contribui para a manutenção e estabilidade estrutural e funcional da barreira de filtração 

glomerular (Stieger, Worthmann, Schiffer, 2011; Cas, Gnudi, 2012; Ishii et al., 2019; 

Jiang et al., 2022) (Figura 5). O VEGF-A promove essas ações pela interação com seus 

receptores de membrana para VEGF do tipo I ou tipo II (VEGFR1/VEGFR2) presentes 

majoritariamente nas células endoteliais (Fu et al., 2015; Chen et al., 2020). Entretanto, 

estudos demonstraram que em altas concentrações de glicose, especificamente nos 

estágios inicias da ND, há excesso da secreção de VEGF-A pelos podócitos promovendo 

a neovascularização e demais injúrias glomerulares (Veron et al., 2011; Wen et al., 2013; 

Chen et al., 2020) (Figura 5). Nakagawa et al. (2009) sugerem que o aumento da 

albuminúria em pacientes diabéticos está associada com o aumento da permeabilidade 

das células endoteliais glomerulares induzidas pelos sistemas VEGF-A/VEGFR1. 

Dessapte-Baradez et al. (2014) demonstraram que o aumento da expressão de VEGF-A e 

a fosforilação do VEGFR2 contribuem para a angiogênese anormal e alterações na função 

e estrutura renal em camundongos diabéticos.  

O aumento da secreção de VEGF-A foi associado também com o aumento da 

expressão e atividade da Angpt-2 (Chen et al., 2020; Gil et al., 2021), outro importante 

fator de crescimento vascular pró-angiogênico. A Angpt-2 é um ligante para o receptor 

de tirosina quinase-2 (Tie-2) e atua principalmente como antagonista da angiopoietina-1 

(Angpt-1) que também exerce suas ações via Tie-2 (Yuan et al., 2009). A Angpt-1 é 

produzida pelos podócitos e pericitos e ao se ligar a Tie-2, expresso predominantemente 

nas células endoteliais, o fosforila contribuindo para a manutenção da integridade do 

endotélio (Lim et al., 2004). Inversamente, a Angpt-2 produzida tanto por podócitos 

quanto por células tubulares epiteliais, inibe por competição a ligação entre Angpt-1/Tie-
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2, levando ao aumento da permeabilidade vascular pela diminuição da adesão célula-

célula e em sinergia com o VEGF-A promove a disfunção endotelial (Yuan et al., 2009; 

Chen 2020). A desestabilização endotelial causada pelo aumento das expressões do 

VEGF-A e Angpt-2 contribuiu para a hiperfiltração e albuminúria em pacientes e modelos 

experimentais de ND (Fu et al., 2015). Associado a isso, em um estudo realizado 

anteriormente no nosso laboratório foi observado que a prole de mães submetidas a 

deficiência de VitD apresentaram aumento da desestabilização endotelial, causada pelo 

desequilíbrio entre fatores pró e anti-angiogênicos, com consequentes alterações da 

função e da estrutura renal na vida adulta (Almeida et al., 2019).  

 
Figura 5. Esquema mostrando expressão/secreção de VEGF-A e Angiopoietinas 1/2 e 

seus respectivos alvos glomerulares. Adaptado: Cas, Gnudi, 2012.   

 

Além disso, dos mais de 400 miRs identificados no genoma humano, menos de 

10% estão relacionados com a função das células endoteliais e angiogênese, entre eles 

distingue-se o miR-200b, o qual tem importante função no controle da TEM via TGF-

β/proteínas ZEB (Sun et al., 2017). O mRNA do VEGF-A também possui um sítio de 

ligação 3’UTR para o miR-200b, que contribui para a regulação da expressão desse fator 

de crescimento vascular e indiretamente para a angiogênese (Sun et al., 2017). Nesse 

sentido, foi demonstrado que a regulação negativa do miR-200b está associada ao 
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aumento da expressão do VEGF-A e permeabilidade endotelial em cultura de células de 

retina e em amostras de retina de ratos e pacientes diabéticos (McArthur et al., 2011; Ruiz, 

Feng, Chakrabarti, 2015).  

Diante disso, é possível notar que durante a progressão da ND há uma relação 

estrita entre as alterações das células epiteliais e endoteliais. Contudo, a relação entre 

essas alterações e a deficiência de VitD foram pouco estudadas e precisam ser melhor 

exploradas.  

1.5 Inflamação durante a nefropatia diabética 

Durante a progressão da ND, a resposta inflamatória contribui para o 

remodelamento renal e pode ser estimulada por múltiplos processos, incluindo a 

desestabilização endotelial (Akwii et al., 2019; Jeong et al., 2021) e a TEM (Zhang et al., 

2018). No decorrer dos danos epiteliais e endoteliais há liberação de quimiocinas e 

citocinas pró-inflamatórias que favorecem a diapedese, pelo aumento da expressão de 

moléculas de adesão celular, e consequente infiltração e proliferação de células 

inflamatórias no rim lesado, principalmente, de monócitos e macrófagos (Barutta, Bellini, 

Gruden, 2022; Furuya, Ishii, Kitamura, 2019; Jourde-Chiche et al., 2019). No rim, essas 

células secretam citocinas pró-inflamatórias e pró-fibróticas, contribuindo para a 

progressão da fibrose glomerular e túbulo-intersticial (Zhang et al., 2018; Barutta, Bellini, 

Gruden, 2022). 

Bus et al. (2017) demonstraram que o aumento da expressão do VEGF-A estava 

associado ao aumento da inflamação no DM1. Em estudos clínicos, foi demonstrado que 

pacientes com diabetes mellitus 2 (DM2) apresentam altos níveis séricos de VEGF-A 

quando comparados com pacientes não-diabéticos e isso estava associado ao aumento da 

inflamação e alterações estruturais e funcionais renais nesses pacientes (Petrica et al., 

2014; Hanefeld et al., 2016). Foi constatado ainda que o aumento da inflamação está 

relacionado com aumento do estresse oxidativo e da TEM em cultura de células 

submetidas a altas concentrações de glicose em biópsias de tecido renal de pacientes com 

DM2 (Huang et al., 2022). Estudos recentes demonstraram que a inflamação estava 

associada com aumento da expressão de marcadores de TEM e fibrose renal em ratos 

nefrectomizados (Gonçalves et al., 2020) e ratos obesos (Bernardo et al., 2022) 

deficientes em VitD. Apesar disso, os mecanismos envolvidos na relação entre 

desestabilização endotelial/TEM/inflamação na deficiência de VitD durante a progressão 
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da ND, principalmente, em modelos experimentais de diabetes tipo 1 ainda não foram 

totalmente esclarecidos. 
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2. HIPÓTESE 

O diabetes é uma das principais causas de DRC no mundo, entretanto, ainda não 

está claro se a deficiência de VitD contribui para o risco aumentado de desenvolvimento, 

progressão e excesso de mortalidade em pacientes com ND e os mecanismos que 

poderiam estar envolvidos nesse processo. Portanto, nossa hipótese é de que a deficiência 

de VitD estabelece um ambiente favorável à expressão de moléculas que promovem um 

crosstalk entre as células epiteliais e endoteliais renais levando ao aumento dos distúrbios 

renais causados pelo diabetes tipo 1. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar um modelo de evolução da nefropatia diabética na deficiência de 

vitamina D e diabetes tipo 1 e suas correlações com marcadores de alterações epiteliais e 

endoteliais renais.  

3.2 Objetivos específicos 

Analisar a influência da deficiência de VitD durante a evolução da nefropatia 

diabética em ratos diabéticos sobre: 

- Os níveis glicêmicos, de paratormônio, cálcio, fósforo e na pressão arterial.  

- A estrutura e função renal.  

- A expressão gênica de ZO-1, fibronectina, ZEB1/2, miR-200a,b,c.  

- A expressão proteica do receptor de VitD, CD34, VEGF-A, VEGFR2, 

Angpt1/2, Tie-2, Smad2/3, ZEB2. 

- Os níveis teciduais das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β. 

- A imunolocalização para desmina, vimentina, α-SMA, JG12, PCNA e ED-1.  

- Os níveis teciduais e urinários de TGF-β1 (principal citocina pró-fibrótica). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais e Dieta 

O protocolo experimental desse estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 

São Paulo no dia 29 de abril de 2019 sob o número de protocolo 002/2019 (Anexo 1).   

Foram utilizados 48 ratos Wistar Hannover, pesando entre 180 e 200 g, 

provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirão Preto os quais foram 

mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina, em sala 

com um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro, temperatura de 22°C, livre de radiação 

ultravioleta-B (UVB) e umidade controlada em um número máximo de quatro animais 

por caixa e água e ração ad libitum. Os ratos foram divididos inicialmente em dois grupos 

experimentais com 24 ratos/cada e foram tratados com as seguintes dietas: dieta padrão 

(com VitD), ração feita de acordo com o protocolo AIN93G, incluindo 1.000.0 UI/Kg de 

VitD3 (Reeves e cols, 1993) e dieta livre de VitD3 (VitDD) (Pragsoluções Biociências, 

Jaú, São Paulo, Brasil), a mesma dieta AIN93G, mas sem VitD3, sendo a falta de VitD a 

única variável entre as dietas. Todos os nutrientes correspondem às recomendações da 

AIN93G para roedores e a dieta foi selecionada baseada nos estudos realizados por 

Nascimento et al. (2012) e sua composição está demonstrada na Tabela 1.  

Tabela 1. Composições das dietas. 

Nutriente (g/kg) Dieta Padrão (VitD) Dieta sem VitD (VitDD) 

Amido de Milho 397.5 397.5 

Caseína 200.0 200.0 

Amido dextrinado 132.0 132.0 

Sacarose 100.0 100.0 

Óleo de Soja 70.0 70.0 

L-Cisteína 3.00 3.00 

Colina 2.50 2.50 

Mix Mineral 35.0 35.0 

Carbonato de cálcio 357.0 357.0 

Mix de vitamina 10.0 10.0 

Vitamina D3 0.025 0.00 

Fibra 50.0 50.0 

  

Seis semanas após a introdução das dietas (VitD e VitDD) foi realizada a indução 

do DM1 pela injeção única intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, Sigma Aldrich, 
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USA), na dose de 45 mg/kg, diluída em tampão citrato 0,1M, pH 4,5, após 12 horas de 

jejum, enquanto os animais dos grupos controles receberam uma única dose 

intraperitoneal de tampão citrato 0,1M, pH 4,5. Setenta e duas horas após a administração 

de STZ foi feita a confirmação da indução do diabetes pela glicemia capilar de jejum 

utilizando um glicosímetro digital. Os animais que apresentaram glicemia de jejum ≥ 250 

mg/dL foram considerados diabéticos. Em seguida os ratos foram divididos nos seguintes 

grupos experimentais: 

Ctrl VitD (n = 10) - ratos alimentados com dieta contendo VitD e sacrificados 12 e 24 

semanas após injeção única de tampão citrato 0,1M, pH 4,5. 

Ctrl VitDD (n = 10) - ratos alimentados com dieta livre de VitD e sacrificados 12 e 24 

semanas após injeção única de tampão citrato 0,1M, pH 4,5. 

DM VitD (n = 14) - ratos submetidos ao tratamento com dieta contendo VitD e 

sacrificados 12 e 24 semanas após injeção única de STZ na dose de 45 mg/kg. 

DM VitDD (n = 14) - ratos alimentados com dieta livre de VitD e sacrificados 12 e 24 

semanas após injeção única de STZ na dose de 45 mg/kg.  

Dois ratos de cada grupo não ficaram diabéticos e por isso foram excluídos do 

projeto. Além disso, um rato do grupo DM VitDD morreu um mês antes e um do grupo 

DM VitD um dia antes do final do protocolo experimental.  A cada quatro semanas os 

animais foram colocados em gaiolas metabólicas e tiveram amostras de urina de 24 horas 

coletadas para as quantificações da albumina, creatinina e volume urinário. Doze e vinte 

e quatro semanas após o fim do protocolo experimental os animais foram eutanasiados e 

o material biológico coletado (Figura 6).   
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Figura 6. Imagem representativa do protocolo experimental. Semanas 0-1, aclimatação 

dos animais; semanas 1-7, animais alimentados com dieta VitD e VitDD; semanas 7-8, 

coleta de sangue e urina para estudos de função e avaliação da deficiência de VitD nos 

animais submetidos a restrição de VitD, indução do diabetes e confirmação 72 h após; 

semanas 8-20, animais alimentados com dieta VitD e VitDD e eutanásia dos animais do 

protocolo de 12 semanas; semanas 20-32, animais alimentados com dieta VitD e VitDD 

e eutanásia dos animais do protocolo de 24 semanas.   

4.2 Determinação da 25-hidroxivitamina D, glicemia, paratormônio, íons Ca+ e P+ e 

pressão arterial média  

A quantificação da 25(OH)D foi realizada após as seis semanas de introdução 

das dietas com ou livre em VitD e 12 e 24 semanas após a indução do diabetes, pelo teste 

direto competitivo baseado no princípio de quimioluminescência (CLIA) (Liaison®). A 

determinação de glicose nas amostras de sangue foi realizada semanalmente utilizando 

um sistema de monitorização da glicemia (ACCU-CHEK Active, Roche Diabetes Care 

GmbH). O hormônio da paratireoide, paratormônio (PTH), foi determinado em amostras 

de soro utilizando kit de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com 

as orientações do fabricante (Rat Intact PTH ELISA – Quidel, USA). Os íons Ca+ e P+ no 

plasma e urina foram quantificados por método colorimétrico (Kit Labtest Diagnóstica 

S.A) e as frações de excreção desses íons foram calculadas. As determinações de pressão 

arterial foram realizadas mensalmente, de maneira indireta por pletismografia de cauda 

(CODA Non-Invasive Blood Pressure system, Kent Scientific Corporation, 2010). 
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4.3 Análise da Função Renal 

A análise da creatinina plasmática e urinária foi realizada por método 

colorimétrico utilizando ácido pícrico (Kit Labtest Diagnóstica S.A) e a taxa de filtração 

glomerular (TFG) foi determinada pelo Clearance de Creatinina. A excreção de albumina 

foi avaliada por eletroimunoensaio em gel de agarose utilizando um anticorpo anti-

albumina de rato (Laurell, 1972).  

4.4 Estudos histológico e morfométrico 

Fragmentos de tecido renal foram coletados no momento da eutanásia e imersos 

em solução de methacarh (60% metanol, 30% clorofórmio e 10% ácido acético) por 24 

horas. Após esse período, a solução foi substituída por álcool 70%. O tecido renal foi 

incluído em parafina e cortes histológicos de 2 µm de espessura foram corados com Ácido 

Periódico Metenamina de Prata (PAMS) e Tricrômico de Masson (TM) e examinados sob 

microscopia de luz. A coloração com PAMS foi utilizada para determinação da área dos 

tufos glomerulares e da área mesangial fracional de 50 glomérulos em biópsia de tecido 

renal em campos consecutivos (0,267 mm2). A fibrose túbulo-intersticial foi determinada 

pela quantificação da área intersticial relativa em 30 campos (0,267 mm2) consecutivos 

do córtex e 20 da medula externa renal em biópsia de tecido renal coradas com TM. A 

análise correspondente às áreas dos tufos glomerulares, mesangial fracional e intersticial 

relativa foram realizadas por morfometria computadorizada usando o programa ImageJ 

1.44p (National Institute of Health, USA). Os resultados correspondentes a área 

mesangial fracional foi corrigida pela área total do glomérulo. A área intersticial relativa 

foi corrigida pela área total do campo e os resultados expressos como porcentagem de 

área marcada para TM (Souza et al., 2019). As imagens foram adquiridas através de 

microscópio (Zeiss Axio; Zeiss, Germany) acoplado à câmera (AxioCam MRc - 

AxioVision Release 4.8.3).  

4.5 Estudos Imuno-histoquímicos  

Fragmentos de tecido renal foram cortados em secções de 4 µm de espessura e 

incubados com os seguintes anticorpos: anti-desmina (1:100, Dako, Glostrup, 

Dinamarca), anti-vimentina (1:200, Dako, Glostrup, Dinamarca) e anti- α-SMA (1:200, 

Dako, Glostrup, Dinamarca) overnight a 4° C, e com anti-PCNA (1:500, Sigma, USA), 

anti-ED1 (1:1000, Serotec, EUA) e anti-JG12 (Santa Cruz Biotechnology, USA) por 1 
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hora em temperatura ambiente. Os anticorpos secundários foram usados de acordo com o 

anticorpo primário. A marcação para cada anticorpo nos cortes de tecido renal foi 

revelada utilizando o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, USA) e 

3,3-diaminobenzidina (DAB - Sigma, USA). Os cortes foram contracorados com methyl 

green, desidratados e montados. A avaliação da imunorreação para desmina (em 50 

glomérulos), vimentina (em 30 campos corticais) e α-SMA (em 30 campos corticais e 20 

campos intersticiais da medula externa) foram realizadas por morfometria computacional 

usando o programa ImageJ 1.44p (National Institute of Health, USA), como descrito na 

seção 4.4. Os resultados correspondentes à imunomarcação para desmina e JG12 

(glomerular) foram corrigidas pela área do tufo glomerular correspondente e para 

vimentina e α-SMA pela área total do córtex e medula por campo e expressos como 

porcentagem (Souza et al., 2019). Para ED-1 e PCNA (cortical e medular) e JG12 (cortical 

e medular), a quantificação foi realizada pela contagem do número de células positvas 

para cada anticorpo e o resultado expresso como média aritmética. 

4.6 Estudos por western blotting 

Homogenato de tecido renal foi obtido a partir de um tampão de lise (50 mM 

Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 µg/mL aprotinina, 1 

µg/mL leupeptina, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila, 1 mM ortovanadato de sódio, 

pH 10, 1 mM pirofosfato de sódio, 25 mM fluoreto de Sódio, 0.001 M EDTA, pH 8) 

contendo um coquetel de inibidores de protease (Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, EUA). As amostras foram incubadas a 4 °C durante 15 min, centrifugadas a 2000g, 

e em seguida teve o sobrenadante coletado. As concentrações de proteína foram 

quantificadas usando o método de ensaio de Bradford (Quick Start™ Bradford 1x Dye 

Reagent - Bio-Rad) (Almeida et al., 2019). As proteínas foram separadas em gel de 

poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose overnight a 4 °C. As 

membranas foram bloqueadas por 60 minutos com leite desnatado a 5% diluído em TBST 

(mistura de Trisbase, NaCl, EDTA/L e Tween-20) e incubadas overnight com os 

anticorpos primários anti-CD34 (1:400, Bioss, EUA), anti-Tie2 (1:200, Santa Cruz 

Biotechnology, EUA), anti-Angpt-2 (1:200, Bioss, EUA), anti-VEGF-A (1:500, Santa 

Cruz Biotechnology, EUA), anti-VEGFR2 (1:500, Cell Signaling, EUA), anti-ZEB2 

(1:200, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-VDR (1:500, Santa Cruz Biotechnology, 

EUA) e anti-Smad2/3 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, EUA) diluídos em solução de 

TBST e BSA. Para avaliar a equivalência do carregamento de proteína e/ou transferência, 
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as membranas também foram incubadas com um anticorpo monoclonal anti-GAPDH 

(1:1000, Cell Signaling). Por fim as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo 

policlonal anti-rabbit IgG (1:5000, Dako, Dinamarca) ou anti-mouse IgG (1:5000, Dako, 

Dinamarca) conjugado a peroxidase por uma hora em temperatura ambiente. Os 

anticorpos ligados à membrana foram detectados usando o substrato quimioluminescente 

Supersignal West Pico (Pierce Chemical, Rockford, IL, EUA). As intensidades das 

bandas foram visualizadas por um sistema de imagem (Kodak Gel Logic 2200, EUA) e 

quantificadas por densitometria usando o software ImageJ 1.44p (National Institute of 

Health, EUA) e os resultados apresentados em unidades arbitrárias.  

4.7 Avaliações por ELISA 

Ensaio de ELISA foram realizados para a quantificação dos níveis teciduais das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1β (interleucina-1 

beta) (R&D Systems, EUA) e níveis teciduais e urinários de TGF-β1 (PROMEGA, EUA). 

Para realização dos ensaios foram utilizados lisados de tecido renal (como descrito na 

seção 5.6) e urina da bexiga (coletada no momento da eutanásia, tratada com PMSF e 

estocada a -70 ºC até o momento do uso) (Faleiros et al., 2017). 

4.8 Estudos de expressão gênica 

Os estudos de expressão gênica foram realizados conforme descrito por Sene et 

al. (2014). Resumidamente, o RNA total do tecido renal de todos os grupos (n = 5/cada) 

foi extraído usando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA) de acordo com as orientações do 

fabricante e a quantidade foi determinada usando o espectrofotômetro Agilent Epoch 

Microplate (BioTek Instruments, EUA). As transcrições reversas (RT) de ZO-1, 

fibronectina, ZEB1/2 e miR-200a/b/c foram realizados usando o kit High Capacity RNA-

to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA) e o TaqMan® microRNA RT combined 

With Stem-loop RT Primers (Life Technologies, EUA) de acordo com as instruções 

especificadas pelo fabricante, respectivamente. A reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real (RTq-PCR) foi utilizada para análise da expressão do RNA 

mensageiro (mRNA) de ZO-1, fibronectina, ZEB1/2, e dos miR-200a/b/c. Para realização 

da RTq-PCR para ZO-1, fibronectina, ZEB1/2 foi utilizando o método SYBR green® 

Master Mix (Merck, Alemanha) e para os miR-200a/b/c foi usado o método TaqMan® 

MicroRNA Assay (Life Technologies, EUA). O programa StepOne™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystem, EUA) foi usado para realização das reações de RTq-PCR. 
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As expressões diferenciais dos mRNA para ZO-1, fibronectina, ZEB1/2 e dos miR-

200a/b/c foram realizadas comparando os grupos DM VitD e DM VitDD e seus 

respectivos grupos controles. A normalização da expressão do mRNA para ZO-1, 

fibronectina, ZEB1/2 foi realizada utilizando o GAPDH e para os miR-200a/b/c por 

pequenos RNAs nucleares (genes de referência U6 e U87). A expressão gênica relativa 

foi avaliada por quantificação comparativa usando o software StepOne™ v2.1 (Applied 

Biosystem, EUA) e pelo método 2-ΔΔCT. Todas as sequências de primers utilizadas foram 

descritas inicialmente em Sene et al (2014).   

4.9 Análise estatística  

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da distribuição 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribuição normal foram submetidos 

à análise de variância One-Way seguido pelo teste de comparações múltiplas de Newman 

Keuls. Os dados que não apresentaram distribuição normal foram submetidos ao teste 

não-paramétrico Kruskal-Wallis seguido por comparações múltiplas pelo teste de Dunn. 

O Teste t de Student foi utilizado para analisar as variâncias entre as médias nos diferentes 

tempos dentro do mesmo grupo. Os dados foram expressos como média±desvio padrão 

(DP) ou como mediana e percentis (25-75%). O nível de significância adotado foi de 

p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Prism 

versão 7.0 para Windows (Graph Pad Software, La Jolla, EUA). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Caracterização do modelo experimental 

A 25(OH)D é a forma circulante da VitD em maior quantidade no organismo 

(Joergensen et al., 2011; Mithal et al., 2009) e por isso foi utilizada como marcador das 

concentrações séricas desse hormônio em nosso estudo. Assim, nossos dados 

demonstraram que os ratos tratados com dieta VitDD estavam deficientes deste hormônio 

no Tempo 0 do protocolo experimental que corresponde ao momento antes da indução do 

diabetes e permaneceram deficientes até 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou 

administração de veículo nos animais diabéticos e controles alimentados com dieta livre 

de VitD (p < 0,0001) (Figura 7).   

 
Figura 7. Níveis Séricos de 25-Hidroxivitamina D de ratos controles 

(Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não 

(VitD) antes da indução do diabetes ou injeção de veículo (Tempo 

0) e eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou 

injeção de veículo. *versus Ctrl VitD, ‡versus DM VitD; n = 5/cada. 

 

 

A glicemia descontrolada é o principal fator contribuinte para as alterações 

macro e microvasculares que ocorre em pacientes com diabetes (Polat et al, 2016). Por 

isso, em nosso estudo a glicemia dos ratos diabéticos foi mantida entre 300 a 350 mg/dL 

(p < 0,0001) (Figura 8) para simular a faixa glicêmica descompensada observada em 

pacientes diabéticos. 
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Figura 8. Glicemia de jejum a cada 4 semanas ao longo de todo o 

protocolo experimental de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) 

deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD). *versus Ctrl 

VitD, †versus Ctrl VitDD; n = 5/cada.   

 

Aumento dos níveis séricos de PTH e consequente alterações nas concentrações 

séricas dos íons Ca+ e P+ são características observadas na deficiência de VitD 

(Makitaipale et al., 2020). No entanto, nossos dados mostraram que não houve diferença 

na concentração sérica de PTH e dos níveis plasmáticos de Ca+ e P+ entre os grupos 

experimentais no nosso estudo (p > 0,05) (Figura 9A, B, C). 

 
Figura 9. A, Níveis séricos de paratormônio (PTH); B e C, níveis plasmáticos dos íons Ca+ e 

P+, respectivamente, de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina 

D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou da 

injeção de veículo. n = 5/cada. 
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Do ponto de vista hemodinâmico, a PAM é a que melhor representa os valores 

de pressão arterial sistêmica pois, reflete a pressão de ejeção ventricular e a resistência 

vascular periférica (Aziz et al, 2019). Nossos dados demonstraram que não houve 

alteração da pressão arterial média entre os grupos experimentais durante todo o protocolo 

experimental (Figura 10).  

 
 

Figura 10. Pressão Arterial Média (PAM) a cada 4 semanas ao longo de todo o protocolo 

experimental de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D 

(VitDD) ou não (VitD). n = 5/cada. 

 

 

 

A VitD em sua forma ativa exerce suas funções clássicas e não clássicas por 

meio da ligação ao seu receptor membranar ou nuclear (Dusso et al, 2011). Nossos dados 

de caracterização demonstraram que tanto os ratos controles quanto os diabéticos 

alimentados com dieta livre de VitD apresentaram redução significativa da expressão do 

VDR com 24 semanas após injeção de veículo ou indução do diabetes, respectivamente 

(p = 0,004) (Figura 11).   
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Figura 11. Expressão proteica do receptor da VitD (VDR) de ratos 

controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D 

(VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a 

indução do diabetes ou injeção de veículo. *versus Ctrl VitD, 
†versus Ctrl VitDD, ‡versus DM VitD, #versus DM VitDD de 12 

semanas; n = 5/cada. 

 

 

 

5.2 Influência da deficiência de VitD na função renal durante a progressão da ND  

Nossos dados mostraram que 12 semanas após a indução do diabetes os ratos 

dos grupos DM VitD e DM VitDD apresentaram aumento da TFG (p = 0,01) (Figura 

12A). Vinte e quatro semanas após a indução do diabetes a TFG permaneceu aumentada 

no grupo DM VitDD quando comparado ao grupo DM VitD (p = 0,004) (Figura 12A). 

Nossos dados demonstraram também aumento progressivo da excreção urinária de 

albumina nos animais de ambos os grupos diabéticos quando comparado com seus 

respectivos controles (p < 0,05) (Figura 12B). Foi demonstrado ainda que 12 e 24 semanas 

após a indução do diabetes houve aumento da FECa+ (p < 0,0001; p < 0,0001; 

respectivamente) e FEP+ (p = 0,002; p < 0,0001; respectivamente) nos ratos do grupo DM 

VitDD quando comparado com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura 12C, D). 

Portanto, nossos resultados de função renal sugerem que os animais diabéticos estão ainda 

nos estágios iniciais da ND, visto que, estas são características observadas nessa fase da 

doença e a deficiência de VitD contribuiu para o surgimento mais precoce dessas 

alterações.  
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Figura 12. A, Taxa de Filtração Glomerular (TFG); B, Albuminúria; C, Fração de 

excreção de cálcio (FECa+); D, Fração de excreção de fósforo (FEP+) de ratos controles 

(Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 

12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. *versus Ctrl VitD, 
†versus Ctrl VitDD, ‡versus DM VitD, #versus DM VitDD de 12 semanas; n = 5/cada. 

 

 

5.3 Influência da deficiência de VitD na estrutura renal durante a progressão da ND  

Os resultados dos estudos morfométricos demonstraram aumento das áreas do 

tufo glomerular, mesangial e intersticial relativa cortical e medular nos animais dos 

grupos diabéticos 24 semanas após indução do diabetes quando comparado com seus 

respectivos controles (p < 0,05) (Tabela 2, Figura 13 e 14). Contudo, os aumentos das 

áreas do tufo glomerular e mesangial foram mais evidentes nos ratos do grupo DM VitDD 

quando comparado com os animais do grupo DM VitD (p < 0,0001; p = 0,0005; 

respectivamente) (Tabela 2, Figura 13). Os ratos do grupo DM VitDD com 24 semanas 

apresentaram ainda aumento significativo dessas alterações quando comparados com os 
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animais DM VitDD eutanasiados 12 semanas após a indução do diabetes (p < 0,05) 

(Tabela 2, Figura 13). 

Os aumentos das áreas intersticiais relativas corticais e medulares foram maiores 

nos ratos do grupo DM VitDD quando comparados com os observados nos animais do 

grupo DM VitD (p = 0,0005; p = 0,0002; respectivamente) (Tabela 1, Figura 14). Os ratos 

do grupo DM VitDD com 24 semanas apresentaram ainda aumento significativo dessas 

alterações quando comparados com os animais DM VitDD eutanasiados com 12 semanas 

após a indução do diabetes (p < 0,05) (Tabela 2, Figura 14). Não foi observada diferença 

estatística dessas alterações de estrutura renal 12 semanas após a indução do diabetes 

entre os grupos experimentais (p > 0,05) (Tabela 2, Figura 13 e 14).  

Tomados em conjunto, nossos dados de estrutura renal corroboram o fato de os 

animais diabéticos ainda estarem nos estágios iniciais da ND, uma vez que, essa fase 

também é caracterizada por hipertrofia glomerular, expansão mesangial e início da fibrose 

túbulo-intersticial e que a deficiência de VitD acelera o desenvolvimento e progressão 

das lesões renais nesses animais. 
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Tabela 2. Dados da histologia renal de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) 

ou não (VitD). 

Os dados são apresentados como média±DP e em mediana (percentis 25 e 75), n=5/cada. *versus Ctrl VitD; †versus 

Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas. 

  

 

Variável 

GRUPO 

Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD 

Área do tufo glomerular (μm2)     

12 semanas 5097 ± 407 5577 ± 724 5764 ± 243 5965 ± 446 

24 semanas 5799 ± 49 5648 ± 219 6550 ± 193* 7148 ± 391†‡ 

Área mesangial fracional     

12 semanas 0,06 ± 0,03 0,07 ± 0,02 0,07 ± 0,03 0.08 ± 0.01 

24 semanas 0,1 ± 0,02 0,1 ± 0,01 0,13 ± 0,03# 0,18 ± 0,02†‡# 

Área intersticial relativa (%)     

   Córtex     

12 semanas 0,0(0,0;0,6)  0,0(0,0;0,8) 0,4(0,2;0,8) 0,4(0,0;1,2) 

24 semanas 1,2 ± 0,5 1,6 ± 1,5 3,7 ± 2,2# 11,1 ± 5,8†‡# 

    Medula     

12 semanas 0,0(0.0;0.5)  0.0(0.0;0.8) 0.6(0.1;0.8) 0.6(0.0;1.4) 

24 semanas 3,3 ± 0.9 3,2 ± 1,7 8,6 ± 2,9*# 14,1 ± 5,4†‡# 
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Figura 13. Fotomicrografias representativas do córtex renal corado com Ácido Periódico Metanamina de Prata (PAMS) de ratos controles (Ctrl) 

e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de 

veículo. Aumento 400x.  
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Figura 14. Fotomicrografias representativas do córtex e medula renal coradas com Tricrômio de Masson (TM) de 

rins de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 

e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. Aumento 400x. 

 

5.4 Influência da deficiência de VitD na transição epitélio-mesenquimal durante a 

progressão da ND 

A fibrose é considerada a via final comum para todas as doenças renais crônicas 

e o processo de TEM um dos principais responsáveis pelo acúmulo de proteínas de MEC 

no rim fibrótico (Zheng et al., 2017).  

Diante disso, nossos dados demonstraram alterações da expressão de marcadores 

de TEM nas diferentes células renais no grupo DM VitDD, observada pelo aumento da 

marcação para desmina (marcador de lesão de podócitos) nos animais com 24 semanas 

(p = 0,004) (Figura 15A, B), vimentina (marcador de lesão das células tubulares) nos 
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animais com 12 e 24 semanas (p = 0,001; p = 0,002; respectivamente) (Figura 16A, B), 

para α-SMA (marcador de miofibroblasto intersticial) cortical nos animais com  12 e 24 

semanas (p = 0,002; p = 0,004; respectivamente) (Figura 17A, B) e de  α-SMA na região 

medular nos animais com 24 semanas (p = 0,03) (Figura 18A, B) após a indução do 

diabetes quando comparados com os dos grupos Ctrl VitDD e DM VitD. Foi demonstrado 

ainda que o aumento da expressão para α-SMA cortical e medular foi progressivo nos 

animais do grupo VitDD (p < 0,05) (Figura 17 e 18), sugerindo que a deficiência de VitD 

leva a uma maior propensão para o desenvolvimento e progressão da fibrose em ratos 

diabéticos. 
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Figura 15. (A) Quantificação da área marcada e (B) imunolocalização para desmina em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM), deficientes em 

vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus 

DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Figura 16. (A) Quantificação da área marcada e (B) imunolocalização para vimentina e para esse anticorpo em ratos controles (Ctrl) e diabéticos 

(DM), deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. *versus Ctrl VitD; 
†versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Figura 17. (A) Quantificação da área marcada e (B) imunolocalização no córtex renal para α-SMA em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM), 

deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus 

DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Figura 18. (A) Quantificação da área marcada e (B) imunolocalização para α-SMA em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) e diabéticos 

deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM 

VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Associado ao aumento da expressão tecidual desses marcadores de TEM, nossos 

dados demonstraram tendência de redução da expressão gênica de ZO-1 (uma importante 

proteína do diafragma slit), ao passo que houve tendência de aumento da expressão gênica 

de fibronectina (considerada a primeira proteína de MEC a ser depositada no rim 

fibrótico) nos rins dos animais grupo DM VitDD quando comparado com os grupos Ctrl 

VitDD e DM VitD (p > 0,05) (Figura 19A, B).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. A e B, expressão relativa do mRNA para zona occludens 1 (ZO-1); C e D, 

expressão relativa do mRNA para fibronectina; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) 

deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD), eutanasiados 12 e 24 semanas após a 

indução do diabetes ou injeção de veículo. n = 5/cada. 

 

 

Considerando que nossos dados demonstraram evidente processo de TEM nos 

grupos dos animais diabéticos, sendo essas alterações mais intensas no grupo DM VitDD, 

avaliamos também a participação da via de sinalização ZEB1/ZEB2 nesse processo. 

Nossos dados demonstraram aumento significativo da expressão gênica de ZEB1 no 

grupo DM VitDD com 12 e 24 semanas (p = 0,01; p < 0,0001; respectivamente) após a 
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indução do diabetes quando comparado com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura 

20A). Embora não tenhamos observado aumento da expressão gênica de ZEB2entre os 

grupos experimentais e nos diferentes tempos (p > 0,05), nossos dados mostraram 

aumento da expressão proteica desse marcador no grupo DM VitDD com 24 semanas 

após a indução do diabetes quando comparados com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p 

= 0,0007) (Figura 21).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. A, expressão relativa do mRNA para ZEB1; B, expressão relativa do mRNA 

para ZEB2; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D 

(VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou 

injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. 
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Figura 21. Imagem representativa e quantificação da expressão 

proteica de ZEB2. O resultado é expresso como razão densitométrica 

entre ZEB2 e GAPDH. †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 

5/cada. 

 

 

 

ZEB1/ZEB2 são regulados epigeneticamente pela família de miR-200. As 

análises dos nossos dados demonstraram que houve significativa regulação negativa da 

expressão do miR-200b no grupo DM VitDD com 12 semanas (p = 0,0002) e tendência 

de redução com 24 semanas (p > 0,05) após a indução do diabetes quando comparado 

com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura 22B). Não houve diferença estatística da 

expressão do miR-200a e miR-200c entre os grupos experimentais (p > 0,05) (Figura 

22A, C).   
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Figura 22. A, expressão relativa do mRNA para miR-200a; B, expressão relativa do 

mRNA para miR-200b; C, expressão relativa do mRNA para miR-200c; de ratos 

controles (Ctrl) e diabéticos (DM), deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) 

eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus 

Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada.  

 

O TGF-β1 é considerado o principal indutor do processo de TEM via 

ZEB1/ZEB2 de forma dependente ou independente das proteínas Smads (Caja, Tan, 

2019). Nossos dados demonstraram aumento significativo dos níveis teciduais de TGF-

β1 no grupo DM VitDD com 12 e 24 semanas após a indução do diabetes quando 

comparado com o grupo Ctrl VitD (p < 0,004; p = 0,01; respectivamente) (Figura 23A, 

B). Nossos dados demonstraram ainda aumento significativo da excreção urinária de 

TGF-β1 nos ratos dos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 e 24 semanas quando 

comparado com seus respectivos grupos controles (p = 0,0002; p = 0,002; 

respectivamente) (Figura 23C, D). Foi observado que a excreção urinária de TGF-β1 foi 

significativamente maior no grupo DM VitDD quando comparado com o grupo DM VitD 

com 12 semanas após a indução do diabetes (p = 0,0002) (Figura 23C). Além disso, não 

foi demonstrado diferença estatística da expressão proteica de Smad2/3 entre os grupos 

experimentais tanto com 12 quanto com 24 semanas após a indução do diabetes (p > 0,05; 

p > 0,05; respectivamente) (Figura 24).  
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Figura 23. A e B, níveis teciduais de TGF-β1corrigida pela concentração total de proteína 

do lisado de tecido renal; C e D, níveis urinários de TGF-β1corrigido pelos níveis 

urinários de creatinina; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em 

vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do 

diabetes ou injeção de veículo. *versus Ctrl VitD; †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; 

n = 5/cada.  
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Figura 24. Imagem representativa e quantificação da 

expressão proteica de Smad2/3. O resultado é expresso como 

razão densitométrica entre Smad2/3 e GAPDH. n = 5/cada.  

 

Quando agrupados, nossos dados de TEM mostram que a deficiência de VitD 

levou ao aumento dos níveis teciduais e da excreção urinária de TGF-β1 e à regulação 

negativa do miR-200b nos animais diabéticos já com 12 semanas após a indução do 

diabetes e isso provavelmente contribuiu para o aumento da expressão gênica de ZEB1 e 

ZEB2 e consequente aumento das expressões de desmina, vimentina e α-SMA observadas 

em nosso estudo.  

 

5.5 Influência da deficiência de VitD nas células endoteliais e inflamação durante a 

progressão da Nefropatia Diabética   

Por muito tempo a ND não foi considerada como uma doença inflamatória, no 

entanto, estudos recentes têm mostrado que o recrutamento de células imunes e o 

consequente aumento da inflamação estão envolvidos no desenvolvimento e progressão 

da ND e isso se deve muito em parte a disfunção endotelial e ao processo de TEM 

(Vietinghoff et al., 2011; Seo et al., 2015). Nesse sentido, nossos achados demonstraram 

aumento da inflamação cortical e medular, evidenciado pelo aumento do número de 

células ED-1 positivas (marcador de monócitos e macrófagos) no grupo DM VitDD com 

24 semanas após a indução do diabetes comparado aos grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p 

= 0,002; p = 0,004; respectivamente) (Figura 25A, B). Além disso, nossos achados 
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mostraram aumento dos níveis teciduais de TNF-α (principal citocina pró-inflamatória) 

nos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 e 24 semanas após a indução do diabetes 

quando comparado com seus respectivos grupos controles (p < 0,0001; p = 0,001, 

respectivamente) (Figura 26A). Entretanto, com 12 semanas, os níveis de TNF-α foi 

maior no grupo DM VitDD em relação ao grupo DM VitD (p < 0,0001) (Figura 26A). O 

grupo DM VitDD apresentou ainda níveis teciduais aumentado de IL-1β com 24 semanas 

após a indução do diabetes quando comparado com o grupo Ctrl VitDD (p = 0,03) (Figura 

26B).  
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Figura 25. (A) Quantificação expressa como número (nº) de células marcadas e (B) imunolocalização cortical para células ED-1 positivas em ratos 

controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou 

injeção de veículo. *versus Ctrl VitD; †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x.

B 
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Figura 26. (A) níveis teciduais de TNF-α e (B) níveis teciduais de IL-1β, corrigido pela 

concentração total de proteína do lisado de tecido renal de ratos controles (Ctrl) e 

diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 

semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus 

DM VitD; n = 5/cada.  

 

 

Associado a inflamação, foi demonstrado aumento da proliferação celular 

(determinada pelo número de células PCNA positivas) glomerular, cortical e medular no 

grupo DM VitDD com 24 semanas após a indução do diabetes quando comparado aos 

grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p = 0,001; p = 0,03; p = 0,01; respectivamente) (Figura 

27A, B).   
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Figura 27. (A) Quantificação expressa como número (nº) de células marcadas e (B) imunolocalização glomerular e cortical para células PCNA 

positivas em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a 

indução do diabetes ou injeção de veículo. †versus Ctrl VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Análises por imuno-histoquímica evidenciaram também redução significativa do 

número de células positivas para JG12 (marcador de capilares endoteliais e peritubulares) 

no córtex e na medula renal, evidenciando um menor número de vasos nessa região nos 

rins dos animais do grupo DM VitDD 24 semanas após a indução do diabetes em relação 

aos animais dos grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p = 0,01) (Figura 28).  
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Figura 28. (A) Quantificação expressa como porcentagem da área marcada para JG12 (glomérulo) e número (nº) de células JG12 positivas (córtex 

e medula) e (B) imunolocalização glomerular e cortical para células JG12 positivas em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em 

vitamina D (VitDD) ou não (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas após a indução do diabetes ou injeção de veículo. *versus Ctrl VitD; †versus Ctrl 

VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x. 
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Com 24 semanas após indução do diabetes houve redução significativa da 

expressão proteica de CD34 (marcador endotelial) no córtex renal dos animais do grupo 

DM VitDD quando comparado com seu respectivo grupo de 12 semanas (p < 0,05) 

(Figura 29A, B). Foi demonstrado também aumento da expressão proteica do VEGF-A 

nos animais dos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 semanas após a indução do 

diabetes quando comparado aos seus respectivos grupos controles (p = 0,004) (Figura 

29A, E). Vinte e quatro semanas após a indução do diabetes a expressão proteica para o 

VEGF-A permaneceu aumentada no grupo DM VitDD quando comparado com os 

animais dos grupos Ctrl VitD e DM VitD (p = 0,001) (Figura 29A, E). Portanto, esses 

dados mostram que a deficiência de VitD provocou uma disfunção endotelial que pode 

ter contribuído para o aumento da inflamação observado em nosso estudo. Não foi 

observada diferença estatística para Tie-2, Angpt-2 e VEGFR2 entre os grupos 

experimentais (p > 0,05) (Figura 29A, C, D, F).  

 

 
Figura 29. A, Imagem representativa dos resultados obtidos da expressão proteica de CD34, Tie-2, 

Angiopoietina-2, VEGFA e VEGFR2. B, C, D, E, F representa a razão densitométrica entre CD34, Tie-2, 

Angiopoietina-2, VEGFA e VEGFR2 e GAPDH (respectivamente). *versus Ctrl VitDD; †versus Ctrl 

VitDD; ‡versus DM VitD; n = 5/cada. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Este estudo avaliou a influência da deficiência de VitD na progressão da lesão 

renal em ratos com diabetes tipo 1 e a participação da TEM e da desestabilização 

endotelial nesse processo. Nossos resultados demonstraram que os ratos diabéticos 

deficientes em VitD apresentam aumento das alterações estruturais renais, declínio da 

função renal, desestabilização endotelial, aumento da inflamação e da expressão dos 

marcadores de transdiferenciação nas diferentes células renais em comparação com ratos 

diabéticos suficientes em VitD. Essas alterações foram evidenciadas pelo aumento da 

expressão de desmina, vimentina e α-SMA nos diferentes compartimentos renais nos 

ratos do grupo DM VitDD. Associado a isso, foi notado aumento da infiltração de células 

inflamatórias, proliferação celular e redução do número de capilares peritubulares, 

evidenciado pela expressão tecidual de células ED-1, PCNA e JG12 positivas, 

respectivamente. O aumento da expressão desses marcadores, está associado ao aumento 

dos níveis teciduais de TNF-α, IL-1 β, teciduais e urinários do TGF-β1, expressão gênica 

do ZEB1, expressão proteica do VEGF-A e ZEB2, e regulação negativa do miR-200b 

observados em nosso estudo e de forma mais evidente nos ratos diabéticos deficientes em 

VitD. 

A presença da deficiência de VitD nos ratos alimentados com dieta livre de VitD 

foi demonstrada pelos baixos níveis séricos de 25(OH)D nos ratos dos grupos Ctrl VitDD 

e DM VitDD. A 25(OH)D tem um tempo de meia vida mais longo, cerca de 3 semanas, 

e é a forma da VitD em maior quantidade no organismo, por isso é considerada a molécula 

mais sensível para análise dos níveis circulantes desse hormônio no organismo (Xiao et 

al., 2016). Além disso, geralmente, na deficiência de VitD são observados níveis séricos 

aumentados de PTH o que estimula a produção compensatória de VitD pelas células do 

túbulo proximal renal, podendo levar uma quantificação inadequada dos níveis de VitD 

(Makitaipale et al., 2020). Altos níveis de PTH estimulam ainda o aumento da 

concentração sérica de Ca+ (por em associação com a VitD aumentar a reabsorção 

intestinal desse íon) e diminuição de P+ no organismo (neste caso por aumentar 

diretamente a excreção renal deste íon) (Lam et al., 2015; Makitaipale et al., 2020). 

Apesar dos baixos níveis de VitD nos ratos dos grupos Ctrl VitDD e DM VitDD, não 

foram observadas diferenças entre os níveis de PTH sérico, Ca+ e P+ plasmático entre os 

grupos experimentais em nosso estudo. 
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Estudos clínicos e experimentais têm relatado o aumento da prevalência de 

hipertensão associada a deficiência de VitD (Andersen et al., 2015; Darraj et al., 2019). 

Já está bem estabelecido que o aumento da expressão de todos os componentes e 

superativação do SRAA contribui para o desenvolvimento e progressão da ND e que a 

VitD exerce efeito inibitório sobre esse sistema (Chokhandre et al., 2015; Lin et al., 2018; 

Liyanage et al., 2018). Trabalhos anteriores do nosso laboratório mostraram que ratos 

com ND (Volpini et al., 2003) e que a prole adulta de mães submetidas à deficiência de 

VitD durante a gestação e período de desenvolvimento renal (Almeida et al., 2019) 

apresentavam aumento da pressão arterial, no entanto, em nosso estudo essa alteração não 

foi observada. Almeida et al. (2019) demonstraram ainda que a hipertensão observada 

nos animais deficientes em VitD estava relacionada ao aumento da expressão tecidual 

renal de renina e do receptor para a angiotensina II do tipo 1 (AT1) e dos níveis séricos 

de angiotensina II. Andersen et al. (2015) demonstraram que a depleção de VitD levou 

ao aumento da expressão renal endógena e humana do mRNA da renina em ratos dTGR 

(ratos duplo-transgênicos que expressam renina e angiotensinogênio humano) e aumento 

da hipertensão nesse modelo experimental. Bragança et al. (2018) também observaram 

aumento da expressão tecidual renal de angiotensinogênio e dos níveis plasmáticos de 

aldosterona e da pressão arterial em ratos nefrectomizados deficientes em VitD. Esses 

estudos mostram, portanto, a importante participação da VitD na regulação do SRAA e 

nas lesões renais induzidas pela hipertensão.  

Nossos dados demonstraram ainda que na vigésima quarta semana após a 

indução do diabetes houve redução da expressão renal do VDR nos grupos Ctrl VitD e 

DM VitDD. Estudos em diferentes modelos de doença renal também verificaram redução 

da expressão do VDR na deficiência de VitD (Gonçalves et al., 2014; Bragança et al., 

2018; Song et al., 2021). Esses estudos demonstraram que a redução da expressão do 

VDR estava relacionada ao aumento da expressão tecidual do TGF-β1 e com a fibrose 

túbulo-intersticial em ratos com injúria renal induzida por isquemia e reperfusão 

(Gonçalves et al., 2014) e com as lesões glomerulares em cultura de células submetidas a 

alta glicose em ratos com ND (Song et al., 2021). Adicionalmente, Zhang et al. (2015) 

demonstraram que a deleção do VDR foi crucial para o aumento das lesões estruturais e 

funcionais renais em camundongos com OUU.    
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O aumento da TFG, excreção urinária de albumina progressiva e da FECa+ e 

FEP+ nos ratos diabéticos observados em nosso estudo são características marcantes dos 

estágios iniciais da ND. Essas alterações foram mais intensas no grupo DM VitDD. A 

hipovitaminose D foi frequentemente relacionada ao desenvolvimento de 

microalbuminúria (Felicio et al., 2016), diminuição sustentada da função renal em 

pacientes com DM1 (Boer Sachs, Cleary, 2012) e com o aumento da prevalência de 

pacientes com ND (Diaz et al., 2009; Jung et al., 2016; Huang, Wen, Ye, 2022). A 

superativação local do SRAA tem sido apontada como um dos principais fatores 

responsáveis pelo aumento da TFG e microalbuminúria em pacientes diabéticos 

deficientes em VitD (Chokhandre et al., 2015). Adicionalmente, estudos clínicos e 

experimentais demonstraram que o aumento da albuminúria está associado às alterações 

das proteínas estruturais dos glomérulos renais e da permeabilidade glomerular causada 

pela hiperglicemia associados ou não a deficiência de VitD (Ito et al., 2015; Saleh et al., 

2016; Manucha, Juncos, 2017).  

As alterações na estrutura renal observadas em nosso estudo foram 

caracterizadas pela presença de hipertrofia glomerular, expansão mesangial e aumento da 

área intersticial relativa nos ratos diabéticos com 24 semanas. A ND desenvolve-se de 

forma lenta e progressiva, o que justifica o aparecimento de lesões estruturais mais 

acentuadas apenas na 24ª semana após a indução do diabetes, sendo essas alterações mais 

evidentes no grupo DM VitDD. Estudos anteriores também demonstraram que a 

deficiência de VitD foi associada à hipertrofia glomerular e aumento da área intersticial 

relativa observada na progressão para a DRC após lesão renal por isquemia e reperfusão 

(Gonçalves et al., 2014), em ratos nefrectomizados (Bragança et al., 2018) e em pacientes 

com DM1 (Boer, Sachs, Cleary, 2012). A fibrose glomerular e túbulo-intersticial são 

características marcantes da DRC e estão extremamente ligadas ao declínio da função 

renal independente da doença subjacente (Lucisano et al., 2013), assim, nossos dados de 

alterações estruturais podem, pelo menos em parte, explicar as alterações funcionais 

observadas em nosso estudo.  

O aumento da expressão tecidual de desmina glomerular, vimentina tubular e α-

SMA intersticial representam a ativação de fibroblastos locais em miofibroblastos e 

caracterizam a TEM, que continua como um dos principais processos que levam à 

deposição anormal de MEC no rim diabético (Singh et al., 2018). O podócito é um 
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componente essencial da barreira de filtração glomerular. Foi demonstrado que a sua 

perda levou a proteinúria e a glomeruloesclerose progressiva em um modelo de DRC 

induzida pela puromicina (Herrmann, Tozzo, Funk, 2012) e em animais e pacientes 

diabéticos (Ito et al., 2015; Zhang et al., 2015; Saleh et al., 2016). A vimentina quando 

expressa contribui para o espessamento da membrana basal tubular e consequente fibrose 

túbulo-intersticial (Makino et al., 2003). A α-SMA, por sua vez, está associada ao 

aumento da proliferação dos fibroblastos e acúmulo de matrix extracelular intersticial 

(Hua et al., 2020). Assim como em nossos achados, estudos anteriores também 

demonstraram que a deficiência de VitD provoca aumento da expressão de marcadores 

de TEM em diferentes modelos de DRC (Bragança et al., 2018; Gonçalves et al., 2020; 

Bernardo et al., 2022). Bragança et al. (2018) e Bernardo et al. (2022) demonstraram 

ainda que o acúmulo de proteínas da MEC renal estava associado ao aumento da 

proliferação celular, ativação de macrófagos túbulo-intersticiais e rarefação capilar 

glomerular em ratos nefrectomizados e em ratos obesos com injúria por isquemia e 

reperfusão deficientes em VitD, respectivamente. Contudo os mecanismos pelos quais a 

depleção de VitD leva a ativação desse processo, especialmente na progressão da ND 

foram pouco estudados. Em nosso estudo, investigamos também a via relacionada aos 

fatores de transcrição nuclear ZEB1/ZEB2, importantes indutores da TEM.    

Estudos demonstraram que o aumento significativo da expressão gênica e 

proteica de ZEB1/ZEB2 estava associado a redução da expressão de E-caderina 

(marcador epitelial de junção célula-célula) e ao aumento da TEM em cultura de células 

tubulares renais proximais e em ratos com OUU (Xiong et al., 2012; Pu, Zhang, Zhou, 

2016), em células glomerulares da prole adulta de ratas submetidas a uma dieta materna 

pobre em proteínas (Sene et al., 2014) e de camundongos diabéticos (Wei et al., 2014), 

de forma dependente ou não da ativação de ZEB1/ZEB2 pelo TGF-β1. Até a presente 

data, não foram encontrados estudos mostrando a relação entre a deficiência de VitD e 

ZEB1/2 na doença renal diabética. No entanto, foi demonstrado que o tratamento com 

VitD diminuiu indiretamente a transcrição de ZEB1/ZEB2, promovendo, entre outros 

benefícios, o bloqueio da aquisição de um fenótipo mesenquimal e inibição da 

proliferação celular durante a progressão do câncer de cólon (Pereira et al., 2012) e 

atenuou a expressão de ZEB1/ZEB2 contribuindo para a supressão da metástase em 

cultura de células de carcinoma de mama humano (Chiang et al., 2016). Além da sua 

contribuição para a TEM, foi demonstrado ainda que a superexpressão de ZEB1/ZEB2 
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regulou positivamente a expressão do VEGF-A e a angiogênese em diferentes tipos de 

câncer (Liu et al., 2016; Ko, Kim, 2018). Nesse contexto, além do envolvimento na 

regulação da TEM, ZEB1/ZEB2 podem contribuir para a regulação da angiogênese 

aumentando os níveis do VEGF-A.   

O VEGF-A é produzido majoritariamente pelos podócitos, mas pode ser 

secretado também pelas células epiteliais tubulares e atua regulando a estrutura e função 

das células endoteliais adjacentes, ligando-se aos seus receptores VEGFR1 e VEGFR2 

presentes nessas células (Fu et al., 2015; Gil et al., 2021; Jiang et al., 2022). Estudos 

clínicos e experimentais demonstraram que níveis aumentados de VEGF-A estão 

especialmente presentes nos estágios iniciais da ND (Fu et al., 2015; Gil et al., 2021; Jiang 

et al., 2022). Nesse sentido, foi demonstrado que a superexpressão específica do VEGF-

A por podócitos e aumento da ativação do VEGFR2 contribuiu para a angiogênese 

anormal, inflamação e alterações na função e estrutura renal nos estágios iniciais da ND 

em camundongos diabéticos (Veron et al., 2011; Dessapte-Baradez et al., 2014). Bus et 

al. (2017) demonstraram que o aumento da expressão do VEGF-A por si só levou a 

ativação das células endoteliais e aumento da expressão renal de TNF-α e proteínas 

quimiotáticas para macrófagos/monócitos em cultura de células e camundongos com 

diabetes tipo 1. 

Embora o sistema VEGF-A/VEGFR2 sozinho possa desempenhar essas 

funções, estudos indicam que suas ações são potencializadas pela capacidade do VEGF-

A em elevar os níveis de outros fatores pró-angiogênicos, como Angpt-2 (Dessapt-

Baradez et al., 2014; Fu et al., 2015). As angiopoietinas englobam outra família de fatores 

de crescimento vascular e foi demonstrado que a redução do raio angiopoietina 

1/angiopoietina 2 (Angpt-1/Angpt-2) associada ao aumento dos níveis renais de VEGF-

A intensifica o desenvolvimento da ND (Nakagawa et al., 2009). Em concordância com 

esses achados, Yamamoto et al. (2004) demonstraram que o aumento dos níveis do 

VEGF-A levou ao aumento dos níveis de Angpt-2, redução do raio Angpt-1/Angpt-2, 

redução da expressão de Tie2 e angiogênese anormal em camundongos com DM1. Níveis 

elevados de Angpt-2 induzem ainda a expressão de moléculas quimiotáticas e 

permeabilidade do endotélio, eventos importantes para a resposta inflamatória renal 

(Akwii et al., 2019). A Angpt-2 está envolvida ainda no recrutamento de 

macrófagos/monócitos, que contribuem para amplificação da produção de fatores pró-
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angiogênicos e desestabilização dos capilares glomerulares e peritubulares renais (Jeong 

et al., 2021). Tsai et al. (2018) demonstraram que altos níveis de Angpt-2 foram 

responsáveis pelo aumento da inflamação, perda de pericitos e apoptose em cultura de 

células mesangiais submetidas a altos níveis de glicose, e que o aumento dos níveis 

séricos de Angpt-2 apresentou correlação positiva com o aumento da albuminúria em 

camundongos db/db (animais que desenvolvem obesidade e DM2 espontaneamente) e 

pacientes com DM2.     

 

A regulação pós-transcricional do mRNA de juntos ZEB1/ZEB2 e o VEGF-A é 

realizada pelo miR-200b (Xiong et al., 2012; Sun et al., 2017). Nesse contexto, foi 

constatado que a regulação negativa do miR-200b está associada ao aumento da produção 

do VEGF-A e a permeabilidade vascular em cultura de células endoteliais de retina 

bovina submetidas a altos níveis de glicose e em tecido retiniano de ratos com DM1 

induzido por STZ (Ruiz, Feng, Chakrabarti, 2015) e em pacientes diabéticos (McArthur 

et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que a regulação negativa de todos os membros 

da família miR-200 levou ao aumento da TEM induzida por TGF-β1 em cultura de células 

epiteliais tubulares renais e em ratos com OUU (Xiong et al.,2012; Pu, Zhang, Zhou, 

2016) e à TEM em glomérulos isolados de ratos adultos programados submetidos a uma 

dieta materna com baixo teor de proteína (Sene et al., 2014). Além disso, estudos clínicos 

demonstraram que biópsias de tecido renal de pacientes com diferentes doenças renais 

crônicas, incluindo a ND, apresentam expressão diminuída de miR-200 (Chien et al., 

2016). 
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7. CONCLUSÃO 

 

Tomados em conjunto, nossos resultados demonstraram que a deficiência de 

VitD acelerou o desenvolvimento e progressão da ND em ratos com diabetes tipo 1. A 

redução da expressão do miR-200b com consequente aumento das expressões de ZEB1/2 

e VEGF-A sugere que a diminuição da regulação desses fatores de transcrição nuclear e 

da secreção desse fator de crescimento vascular, respectivamente, podem estar 

relacionadas com as alterações estruturais e funcionais mais acentuadas observadas nos 

ratos diabéticos deficientes em VitD.  
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