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RESUMO 

Oliveira, B.M. Influência da Vitamina D na evolução da lesão renal aguda provocada pela 

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

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

Paulo, 2023. 

Um dos agentes quimioterápicos mais comumente utilizados para o tratamento de tumores 
sólidos é a cisplatina (CP). Contudo, trinta por cento dos pacientes que fazem uso de CP 
desenvolvem lesão renal aguda (LRA), caracterizada por declínio na taxa de filtração 
glomerular (TFG), disfunção tubular, resposta inflamatória e lesão da microvasculatura renal. 
Vários estudos têm demonstrado o efeito benéfico do calcitriol, a forma ativa da vitamina D na 
redução do processo inflamatório, estresse oxidativo e na modulação da função endotelial. Este 
estudo teve como objetivo explorar os efeitos do tratamento prévio com calcitriol na LRA 
induzida por CP em ratos e explorar os mecanismos relacionados a lesão tubular proximal, 
estresse oxidativo, inflamação e lesão das células endoteliais. Ratos machos Wistar Hannover 
foram submetidos à cirurgia de implante subcutâneo de mini-bomba osmótica contendo 
calcitriol (6 ng/dia) ou veículo (0,9% NaCl) duas semanas antes da administração 
intraperitoneal (i.p.) de CP (5 mg/Kg) ou Salina (0,9% NaCl) e foi mantida por mais cinco dias 
após a injeção. No quinto dia após as injeções, os animais foram eutanasiados e amostras de 
urina,  sangue (plasma e soro) e tecido renal foram coletadas para avaliação da função e 
estrutura renal, além da análise de marcadores inflamatórias, de lesão tubular, estresse oxidativo 
e disfunção endotelial. Os resultados mostram que o tratamento prévio com calcitriol protegeu 
contra a LRA induzida por CP, reduzindo as alterações de função renal, evidenciadas por 
menores níveis de creatinina plasmática (pCr) e de excreção fracional de sódio (FENa+), assim 
como a melhora da taxa de filtração glomerular (TFG). Esses efeitos estavam associados a 
menor lesão tubular aguda e recuperação da expressão de cubulina na região da medula externa 
renal. Adicionalmente, o tratamento com calcitriol foi capaz de aumentar a expressão do 
receptor de vitamina D (VDR) em animais do grupo CP+Calcitriol. O calcitriol reduziu a 
expressão de vimentina, do antígeno nuclear de células em proliferação (PCNA), assim como 
reduziu a expressão de macrófagos teciduais e secreção de interleucina pró-inflamatória (IL-1 
IL-1β) e induziu aumento da secreção de interleucina-10 (IL-10). Esses efeitos benéficos do 
calcitriol pode estar associado ao menor dano endotelial induzido por CP, demonstrados pela 
maior expressão de aminopeptidase P (JG12), grupo de diferenciação 34 (CD34) e ativação da 
enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS/p-eNOS). O tratamento com calcitriol também 
regulou o eixo de manutenção endotelial relacionado ao fator de crescimento vascular endotelial 
(VEGF) e de seu receptor tipo 2 para VEGF (VEGFR2 ), impediu as alterações de expressão 
do receptor tipo 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) e da proteína superóxido dismutase 
extracelular (EC-SOD), demonstrando o efeito antioxidante da vitamina D. Com esses achados, 
nossos resultados mostraram que o calcitriol foi capaz de atenuar a LRA, apresentando 
potenciais terapêuticos para pacientes que fazem uso de CP. 

  

Palavras-chave: LRA; calcitriol; cisplatina; endotélio; LRA induzida por CP; processo 

inflamatório. 



 
 

 

ABSTRACT 

Oliveira, B.M. Influence of Vitamin D on the evolution of acute kidney injury caused by 

cisplatin in rats. 2023 Tese (Doutorado em Ciências, área de concentração: Fisiologia) – 

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

Paulo, 2023. 

One of the most commonly used chemotherapeutic agents for the treatment of solid tumors is 
cisplatin (CP). However, thirty percent of patients using CP develop acute kidney injury (AKI), 
characterized by a decline in glomerular filtration rate (GFR), tubular dysfunction, 
inflammatory response and damage to the renal microvasculature. Several studies have 
demonstrated the beneficial effect of calcitriol, the active form of vitamin D, in reducing the 
inflammatory process, oxidative stress and modulating endothelial function. This study aimed 
to explore the effects of prior calcitriol treatment on CP-induced AKI in rats and to explore the 
mechanisms related to proximal tubular injury, oxidative stress, inflammation and endothelial 
cell damage. Male Wistar Hannover rats underwent subcutaneous implantation of a mini-
osmotic pump containing calcitriol (6 ng/day) or vehicle (0.9% NaCl) two weeks before 
intraperitoneal (i.p.) administration of CP (5 mg/Kg) or Saline (0.9% NaCl) and was maintained 
for a further five days after injection. On the fifth day after the injections, the animals were 
euthanized and samples of urine, blood (plasma and serum) and kidney tissue were collected to 
assess kidney function and structure, as well as to analyze markers of inflammation, tubular 
damage, oxidative stress and endothelial dysfunction. The results show that treatment with 
calcitriol attenuated AKI induced by CP, reducing changes in renal function, as evidenced by 
lower levels of plasma creatinine (pCr) and fractional excretion of sodium (FENa+), as well as 
improved glomerular filtration rate (GFR). These effects were associated with less acute tubular 
injury and recovery of cubulin expression in the renal outer medulla. In addition, treatment with 
calcitriol was able to increase the expression of the vitamin D receptor (VDR) in animals in the 
CP+Calcitriol group. Calcitriol reduced the expression of vimentin, proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA), as well as reducing the expression of tissue macrophages and secretion of pro-
inflammatory interleukin (IL-1 IL-1β) and induced increased secretion of interleukin-10 (IL-
10). These beneficial effects of calcitriol may be associated with less CP-induced endothelial 
damage, demonstrated by increased expression of aminopeptidase P (JG12), differentiation 
group 34 (CD34) and activation of the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS/p-
eNOS). Calcitriol treatment also regulated the endothelial maintenance axis related to vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and its type 2 receptor for VEGF (VEGFR2 ), attenuated 
changes in the expression of C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) and extracellular 
superoxide dismutase (EC-SOD) protein, demonstrating the antioxidant effect of vitamin D. 
With these findings, our results showed that calcitriol was able to attenuate AKI, presenting 
therapeutic potential for patients using CP. 

 

Keywords: AKI; calcitriol; cisplatin; endothelium; CP-induced AKI; inflammatory process. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Cisplatina 
 

A cisplatina (CP), denominada quimicamente de cis-diaminodicloroplatina (CDDP), foi 

descoberta em 1844 por Michele Peyrone e por muito tempo foi chamada de sal de Peyrone 

(PEYRONE, 1844). Porém, apenas em 1965 que seu mecanismo anti-mitótico foi reconhecido 

pelo biofísico Dr. Barnett Rosenberg (TRIMMER; ESSIGMANN, 1999). A descoberta ocorreu 

acidentalmente durante um estudo dos efeitos do campo elétrico no crescimento bacteriano 

utilizando platina como eletrodo e cloreto de amônio como tampão. Foi observado que as 

bactérias estudadas tinham sua divisão celular interrompidas quando o campo elétrico era 

aplicado, sugerindo a ação inibitória da CDDP na divisão celular de bactérias (ROSENBERG 

et al., 1965).  

Após uma série de testes de bancada, pesquisas pré-clínicas, além de ensaios clínicos, a 

CDDP foi, em 1978, aprovada pelo Federal Drug Administration (FDA) para uso clínico como 

agente quimioterápico e recebeu o nome de CP. Este medicamento é extensamente utilizado 

para tratamento de tumores sólidos, como, testicular, ovariano, de bexiga, pulmão, colo do 

útero, câncer de cabeça e pescoço e alguns outros tipos de cânceres (DASARI; TCHOUNWOU, 

2014; GWO et al., 2016). Composta por um complexo quadrado-planar, a CP, é formada por 

dois ligantes de íon cloreto (Cl-) e dois ligantes de amônia inerte (NH3) coordenados ao átomo 

central de platina (Pt) em uma configuração cis  (HANNON, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura tridimensional da cisplatina. Figura retirada do artigo de HANNON, 2007. 

                         

 

A CP age principalmente na replicação e a transcrição do ácido desoxirribonucleico 

(DNA), interrompendo o ciclo celular e interferindo em diversas vias que controlam a 
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diferenciação e a resposta ao estresse, que posteriormente, culminam na ativação de vias 

apoptóticas (SIDDIK, 2003). A importância da CP no tratamento do câncer é reconhecida e 

associada à remissão completa ou parcial da doença. Embora tenha se tornado um medicamento 

bastante utilizado na clínica, seu uso é limitado devido aos seus efeitos colaterais (COHEN; 

LIPPARD, 2001; WANG; LIPPARD, 2005) como, neurotoxicidade, ototoxicidade, 

hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (PERES; DA CUNHA, 2013; ZHU et al., 2015). 

 

1.2 Cisplatina induz nefrotoxicidade 
 

Estima-se que aproximadamente 30% dos pacientes que recebem uma dose inicial de 

CP podem desenvolver algum grau de insuficiência renal aguda (KIDERA et al. , 2014; PERES; 

DA CUNHA, 2013; PRASAJA et al., 2015; LATCHA et al., 2016). A lesão renal aguda (LRA) 

é a lesão comumente associada a ação nefrotóxica da CP no tecido renal (HANIF et al., 2020) 

e é caracterizada por uma diminuição acentuada na taxa de filtração glomerular (TFG), com 

aumento agudo nos níveis de creatinina sérica (Cr) e diminuição no débito urinário (KDIGO, 

2012). Embora, a nefrotoxicidade induzida pela CP possa se manifestar de várias maneiras, a 

necrose tubular aguda (NTA) é a mais prevalente (MILLER et al., 2010). A NTA é 

caracterizada por uma dilatação da luz tubular, perda da bordadura em escova nos túbulos 

proximais e presença de células em necrose na luz tubular (ZANETTI et al., 2010).  

A via renal é a principal forma de excreção da CP, cerca de 50% da droga é excretada 

na urina nas primeiras 48h (VISACRI et al., 2017). A CP é livremente filtrada e age 

principalmente nas células dos túbulos proximais, mais especificamente no segmento S3, que 

corresponde a porção reta dos túbulos proximais, localizada na medula externa renal (DASARI; 

TCHOUNWOU, 2014; HOLDITCH et al., 2019), onde as concentrações de CP são maiores 

devido ao acúmulo da droga (CIARIMBOLI, 2014; FILIPSKI et al., 2009). A CP é captada 

pelas células tubulares renais por difusão passiva ou transporte ativo (GOMEZ-SIERRA et al., 

2018) por transportadores como o transportador de cátions orgânicos 2 (OCT2) e o 

transportador de cobre 1 (Ctr1) (YAO, et al., 2007). Enquanto a sua remoção para o lúmen 

tubular e realizada pelo transportador de extrusão de multidrogas e toxinas 1 (MATE1) 

(RIDZUAN et al., 2019). Dentro da célula tubular renal, a CP é ativada metabolicamente 

(TOWNSEND et al., 2003) em uma substância altamente reativa e nefrotóxica (COOPER et 

al., 2011). Os mecanismos presentes na LRA induzida por CP são complexos e envolvem 

principalmente lesão tubular intensa, resposta inflamatória, estresse oxidativo e disfunção 

endotelial (OZKOK; EDELSTEIN, 2014; ZHU et al., 2015).  
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A lesão e morte das células tubulares são mecanismos fundamentais, que contribuem 

para o início e progressão da LRA (LAMIERE et al., 2013; LIU et al., 2018). Inicialmente, a 

ativação de vias de morte celular leva a perda do epitélio tubular, resultando em alterações nas 

células epiteliais tubulares, como perda da borda em escova, achatamento tubular e rápida perda 

da polaridade celular (SOLEZ et al., 1979; MOLITORIS et al., 1988). Em decorrência da lesão 

tubular intensa, as células epiteliais tubulares mudam do fenótipo epitelial para mesenquimal 

em um processo conhecido como transição epitelial-mesenquimal (TEM) e passam a expressar 

marcadores de fenótipo mesenquimal, como a vimentina, e marcadores de proliferação celular, 

como o antígeno nuclear das células em proliferação (PCNA) (WILZGAL et al., 1994; 

FUJIGAKI et al., 2006). As células epiteliais tubulares, no contexto da LRA, podem assumir o 

fenótipo de células inflamatórias e fibrogênicas, que impulsionam a progressão da doença renal 

aguda para a doença renal crônica (LIU et al., 2018). A inflamação tubulointersticial pode ser 

observada já no início da LRA (LV et al., 2017) e a resposta das células epiteliais tubulares à 

lesão parece ser um determinante chave no seu desenvolvimento (LIU et al., 2018).  

A inflamação é um dos principais mecanismos fisiopatológicos associados a LRA 

induzida por CP (FURUICHI et al., 2009; MUKHOPADHYAY et al., 2011; MALIK et al., 

2015; LIU et al., 2020; TAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020) e é regulada pela interação 

complexa entre citocinas inflamatórias e imunossupressoras produzidas pelas células epiteliais 

tubulares renais lesionadas ou por células imunológicas infiltradas nos rins (ANSARI et al., 

2017). Os macrófagos desempenham um importante papel na nefrotoxicidade induzida por CP 

(ZHANG et al., 2009; VANDENABEELE et al., 2010), induzindo a ativação de inflamassoma, 

das vias de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e fator nuclear kappa B (NFκB), 

resultando no aumento da produção de citocinas inflamatórias, como interleucina 1 beta (IL-

1β) (CHAI et al., 2020). A importância funcional dos macrófagos na LRA é demonstrada pelo 

fato de que a depleção sistêmica de monócitos e macrófagos atenuar a LRA (FERENBACH et 

al., 2012; KIM et al., 2014). Os macrófagos, residentes no tecido renal e recrutados, são 

classificados em dois subconjuntos funcionais: macrófagos classicamente ativos (M1), que 

estão associados a respostas imunológicas pró inflamatórias; e macrófagos alternativamente 

ativos (M2), envolvidos principalmente no reparo tecidual (MILLS, 2012). Os macrófagos M1 

são responsáveis por secretar uma série de citocinas pró-inflamatórias com IL-1β e TNF-α 

(JUBAS et al., 2015; VAROL et al., 2015), enquanto os macrófagos M2 secretam citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10. A IL-1β está envolvida no recrutamento de monócitos 

circulantes para o parênquima renal inflamado (WALSH, 1994). 
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O receptor 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) desempenha um papel vital no processo 

inflamatório (TÖGEL et al., 2005; ZHAO et al., 2015; WANG et al., 2016; SLEIGHTHOLM 

et al., 2017), a sua ativação leva a uma variedade de respostas, como quimiotaxia, proliferação 

celular e hematopoiese de leucócitos (ZLOTNIK et al., 2011). Evidências recentes mostram 

que o CXCR4 está envolvido na patogênese da LRA (TÖGEL et al., 2005), uma vez que a sua 

expressão aumentada em túbulos e leucócitos agrava a LRA e contribui para a formação de 

fibrose renal. A inibição do CXCR4 foi associada a um efeito benéfico em modelos animais 

experimentais de LRA, tanto por efeitos anti-inflamatórios locais ou quanto por mecanismos 

sistêmicos dependente da mobilização de células-tronco (ZUK et al., 2014; YAN et al., 2015). 

Estudos demonstraram que as mitocôndrias renais são alvos da toxicidade pela CP 

(KUO et al., 2007; HOFFMAN et al., 2015; HANIF et al., 2020). A CP induz aumento nos 

níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) resultando em morte celular (VONEZEWA et 

al., 2016), associado a uma redução na produção e inibição da atividade dos antioxidantes, 

como superóxido dismutase (SOD), glutationa (GSH) (WANG et al., 2016) e catalase (CAT)  

(JESSE et al., 2014), culminando no estabelecimento do estresse oxidativo, que é caracterizado 

pelo desequilíbrio entre a produção e a remoção de EROs pelo sistema de defesa antioxidante 

(MARULLO et al., 2013). O estresse oxidativo induzido pelo aumento da produção de EROs 

e a inflamação tubulointersticial (HOLDITCH et al., 2019) resulta em danos endoteliais, 

comprometendo o relaxamento vascular dependente do endotélio. O relaxamento dependente 

do endotélio é dependente do óxido nítrico (NO), logo alterações na sua produção ou 

biodisponibilidade interferem diretamente nesse processo. Além disso, a função da enzima 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) é prejudicada quando a produção de EROs não é 

controlada (COATS; JAIN, 2017). A lesão e a disfunção vascular tem sido associada na 

patogênese da LRA induzida por CP (WINSTON; SAFIRSTEIN, 1985; OZKOK; 

EDELSTEIN, 2014). A redução do fluxo sanguíneo renal, vasoconstrição elevada e a 

autorregulação vascular prejudicada estimulada por danos ao endotélio (PABLA; DONG, 

2008), resultam em resistência vascular e constrição das células musculares lisas vasculares, 

levando à diminuição da TFG e hipóxia das células tubulares renais (OZKOK; EDELSTEIN, 

2014; GUO et al., 2018). O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um mediador 

fundamental para a promoção da vasculogênese e da remodelação angiogênica e exerce seus 

efeitos através da ativação do receptor tirosina quinase, o receptor VEGF 2 (VEGFR-2) 

(TAMMELA et al, 2005). O VEGF desempenha um papel fundamental na microcirculação 

renal (BASILE et al., 2011). Os níveis de VEGF estão reduzidos em muitos modelos de doenças 

renais, principalmente acometem os túbulos proximais (KANG et al., 2001).  
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A nefrotoxicidade induzida pela CP é complexa, o diagnóstico precoce é difícil e faltam 

opções de tratamento eficazes. As abordagens primárias para proteger os rins da 

nefrotoxicidade induzida pela CP são baseadas em evitar a sua exposição extrema a este 

medicamento. No entanto, mesmo com hidratação intensa, ocorre toxicidade renal 

(HAKIMINIA et al., 2019; MILLER et al., 2010). Portanto, estratégias preventivas mais 

eficazes para atenuação da sua nefrotoxicidade precisam ser desenvolvidas. 

 

1.3 Vitamina D 
 

A vitamina D é um nutriente lipossolúvel, crucial para a absorção intestinal e para a 

regulação do metabolismo de cálcio e fosfatos (BIKLE, 2012). As isoformas ergocalciferol 

(vitamina D2), sintetizado apenas em plantas e fungos, e o  colecalciferol (vitamina D3), 

produzido endogenamente a partir da fotólise do 7-desidrocolesterol (7-DHC) na pele pela 

radiação UVB do sol (JÄPELT; CHRISTAKOS, 2020), precisam passar por hidroxilação em 

duas etapas para se transformarem na forma biologicamente ativa, o 1,25(OH)2D3 (calcitriol). 

A radiação UVB ao atingir a pele desencadeia uma reação fotoquímica que converte 7-DHC 

em pré-vitamina D3 e após uma série de isomerizações térmicas se torna a vitamina D3 

(BIKLE, 2014). As vitaminas D2 e D3 circulantes chegam ao fígado para que os citocromos 

hepáticos P450 CYP2R1 (microssomal) e CYP27A1 (mitocondrial) hidroxilem seu carbono 25, 

resultando na produção de 25(OH)D (calcidiol), a forma circulante e mais abundante de 

vitamina D, que ainda é inativa (JONES  et al., 2014). 

 De volta à circulação, a 25(OH)D é transportada pela proteína de ligação à vitamina D 

(VDBP) até os rins e é filtrada pelo glomérulo, o complexo VDBP-25(OH)D é endocitado para 

dentro da célula do túbulo proximal por um complexo de proteínas transmembranas localizado 

na membrana apical dessa célula, denominado de megalina-cubulina. Uma vez dentro da célula, 

a 25(OH)D é hidroxilada na posição do carbono 1, pelo CYP27B1 ou 1α- hidroxilase, 

resultando na formação de 1,25(OH)2D³, a forma ativa da vitamina D, também conhecida como 

calcitriol, que é responsável pelas suas ações biológicas (JONES; PROSSER, 2011; JONES et 

al., 2014). Os níveis de calcitriol são regulados pela enzima CYP24A1, um citocromo P450 da 

membrana interna mitocondrial (JONES et al., 2012), que detecta níveis elevados de 

1,25(OH)2D e o catalisa em produtos 24-hidroxilados direcionados para excreção ou 

produzindo 24,25(OH)D diminuindo assim o pool de 25(OH)D (JONES et al., 2012). 

A calcitriol ligada a VDBP atinge os órgãos alvo na circulação sistêmica, onde liga-se 

ao receptor de vitamina D (VDR). O calcitriol exerce a maior parte de suas funções via VDR 
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nuclear, um receptor que pertence a um amplo grupo de fatores de transcrição nuclear ativados 

por ligantes e funciona como um heterodímero obrigatório com o receptor retinóide X (RXR) 

para ativação de genes alvo da vitamina D (ZELLA et al., 2006; PIKE et al., 2010; HAUSSLER 

et al., 2013). O complexo VDR/RXR, liga-se aos elementos de resposta à vitamina D (VDRE) 

em genes alvo regulando a transcrição gênica. A via VDR interage com outras vias de 

sinalização intracelular para exercer seus efeitos biológicos. Em alguns casos, calcitriol exerce 

sua influência sem afetar a expressão gênica ou a síntese protéica por conta disso, as ações são 

divididas em genômicas e não genômicas (KHAMMUSSA et al., 2018) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mecanismo de ativação da vitamina D. A radiação solar converte 7 desidrocolesterol (7-DHC) em pré-

vitamina D (pré-vit D3) e isomeriza-o termicamente em vitamina D3 (VitD3). Alguns alimentos são fonte de 

vitamina D2 e D3 em quantidades menores. A vitamina D é transportada através do plasma pela proteína de ligação 

à vitamina D (VDBP) e sofre duas hidroxilações; no fígado, é convertido pela enzima 25 hidroxilase em 25-

hidroxivitamina D (25OHD), e nos rins, a enzima 1 alfa-hidroxilase o converte em 1,25-dihidroxivitamina D (1,25 

(OH) 2D) , a forma ativa da vitamina D. Fonte: Figura retirada de SILVA et al. 2022. 
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A função primária e mais conhecida do calcitriol é a manutenção dos níveis normais de 

cálcio e o desenvolvimento ósseo, regulando o metabolismo de fosfato e cálcio 

(KHAMMUSSA et al., 2018). O calcitriol participa da regulação dos níveis plasmáticos de 

cálcio ionizado e fosfato, suas ações envolvem a absorção intestinal, excreção renal e 

mobilização óssea de cálcio. Os níveis séricos de cálcio diminuídos estimulam a secreção de 

paratormônio (PTH) e ativam a síntese de calcitriol. Ambos, PTH e calcitriol, estimulam a 

reabsorção renal e a mobilização do cálcio dos ossos (reabsorção óssea) (CLINCKSPOOR et 

al., 2013).  

A presença de VDRs em vários outros tecidos (próstata, cérebro, mama, pâncreas, cólon 

e células do sistema imunológico), permitiu a descoberta de que a vitamina D pode fornecer 

ações não relacionadas a homeostase óssea, conhecidas como ações não clássicas 

(KHAMMUSSA et al., 2018). A vitamina D pode desempenhar um papel importante na função 

imunológica e na regulação da proliferação e diferenciação celular em uma variedade de 

linhagens celulares, como linfócitos, células endoteliais, osteoblastos e queratinócitos 

(CARLBERG, 2016; KHAMMUSSA et al., 2018). A ação imunomoduladora da vitamina D 

está associada a ativação da imunidade inata e a inibição da resposta adaptativa, associada a 

liberação de citocinas. Isso acontece porque os diferentes tipos de células imunológicas, como, 

células dendríticas, macrófagos e linfócitos T e B expressam VDR, sendo a maioria capaz de 

sintetizar calcitriol através de uma via de regulação independente, em resposta a uma variedade 

de agentes pró-inflamatórios como bactérias, lipopolissacarídeos e TNF-α (FELDMAN et al., 

2013). Nos macrófagos, a vitamina D aumenta a sua capacidade de defesa induzindo a sua 

diferenciação, capacidade fagocítica e atividade antimicrobiana. Além disso, inibe a 

proliferação de monócitos e promove a diferenciação de monócitos em macrófagos. O calcitriol 

inibe a expressão de citocinas pró-inflamatórias como, IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-α, e estimula a 

produção de IL-10 (DELUCA, 2008; CHRISTAKOS et al., 2016).  

Os VDRs também são expressos em células endoteliais, células musculares lisas 

vasculares e cardiomiócitos (BRANDENBURG et al., 2012). Foi sugerido que a vitamina D e 

os VDRs poderiam desempenhar um papel fundamental na regulação da síntese de NO através 

da eNOS (NAPOLI et al., 2006; ANDRUKHOVA et al., 2014), visto que em animais nocautes 

para VDR em células endoteliais apresentavam biodisponibilidade reduzida de NO 

(DEDEOGLU et al., 2014). Enquanto o tratamento com vitamina D regulou positivamente a 

expressão de NO e eNOS (LI et al., 1997). Posteriormente essas descobertas foram testadas em 

um experimento in vivo no qual ratos Wistar tratados com calcitriol, via injeção intraperitoneal, 
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mostraram uma regulação positiva semelhante do conteúdo de NO e eNOS nos tecidos da aorta 

(LI et al., 1997). As ações não genômicas da vitamina D através do VDR de membrana também 

pode regular positivamente a atividade intracelular da eNOS através da via intracelular 

dependente de cálcio. Além disso, foi demonstrado que a vitamina D induz a migração e 

proliferação endotelial, mecanismos importantes para a angiogênese (GRIENDLING et al., 

2000), e a produção de NO induzida pela vitamina D é responsável por parte desse processo 

fisiológico (MICHELL, 1999). Através de estudos in vivo e ex vivo as ações pró-angiogênicas 

do NO foram demonstradas, mostrando que o NO estimula a formação de estruturas 

semelhantes a capilares em células endoteliais umbilicais humanas e na artéria coronária 

humana em uma matriz 3D (BABAEI et al., 1998; PIETSCH et al., 2003) A formação de novos 

vasos sanguíneos mediada por NO envolve a regulação positiva da expressão gênica de fatores 

de crescimento angiogênico, incluindo o VEGF e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) 

e a supressão de fatores antagonistas da angiogênese, como a angiostatina, um antagonista 

endógeno (ZICHE et al., 1997; DOROUDI et al., 2015; LUNDWALL et al., 2018). 

Estudos demonstraram que a vitamina D tem participação importante no 

desenvolvimento renal, mas especificamente na modulação angiogênica (ALMEIDA et al., 

2016). Além disso, estudos recentes utilizando diferentes modelos de doença renal 

estabeleceram claramente que os análogos da vitamina D têm efeitos renoprotetores contra 

lesão renal  e progressão da doença renal. Ersan cols. (2017) estudaram o efeito do paricalcitol 

na expressão de metaloproteinases de matriz, o pré-tratamento com paricalcitol resultou na 

melhora da IRI-LRA através de um mecanismo antiinflamatório.  

Efeito semelhante foi observado por Hamzawy cols., (2019) com o pré-tratamento com 

22-oxacalcitriol na IRI-LRA e demonstraram uma melhora da LRA, e este efeito foi associado 

a: (1) um mecanismo antiinflamatório via inibição do receptor Toll-like-4 (TLR-4) e interferon-

γ (IFN-γ), (2) uma ação pró-autofágica elevada (3) uma ação antiapoptóticas, (4) uma ação 

inibitória na expressão de metaloproteinases de matriz-2. O efeito renoprotetor do pré-

tratamento com vitamina D na IRI-LRA também foi demonstrado contra a oxidação e 

peroxidação lipídica (KAPIL et al., 2013). Por fim, Reis cols. (2019) estudaram o impacto do 

calcitriol na LRA induzida por rabdomiólise e descobriram que a LRA foi melhorada através 

de um mecanismo anti-inflamatório e antioxidante através da elevação da SOD. 
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2. HIPÓTESE 

 

A CP é um importante quimioterápico utilizado no tratamento de diversos tumores 

sólidos, mas tem uso limitado devido os seus efeitos nefrotóxicos, associados ao 

desenvolvimento de LRA. A LRA é caracterizada por um rápido declínio da TFG e acúmulo 

de resíduos metabólicos (creatinina e ureia), além de lesão tubular intensa com a presença de 

NTA. Devido à complexidade da nefrotoxicidade e a dificuldade do seu diagnóstico precoce, 

há a necessidade do desenvolvimento de abordagens que protejam os rins da nefrotoxicidade 

por CP. Nesse sentido, a vitamina D tem surgido como um potencial agente protetor, porém 

como a vitamina D ativa poderia modular a LRA no modelo de CP ainda não está totalmente 

esclarecido. Diante disso, nosso objetivo foi testar a hipótese de que o tratamento prévio com   

a vitamina D na sua forma ativa (calcitriol), atenua ou até mesmo proteger o tecido renal da 

toxicidade induzida por CP, através das suas ações anti-inflamatórias e de redução do estresse 

oxidativo, bem a manutenção da função endotelial, eventos envolvidos na LRA. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar a influência do tratamento com calcitriol na evolução da lesão renal aguda 

provocada pela CP e a participação do estresse oxidativo, diferenciação celular, processo 

inflamatório e da estrutura e função das células endoteliais nesse processo. 

3.2  Objetivos específicos 
 

Avaliar o efeito do tratamento com calcitriol iniciado antes da administração de CP : 

• Nas alterações de função renal: creatinina plasmática, taxa de filtração glomerular, e 

excreção fracional de sódio;  

• Nas alterações dos níveis de 25(OH)D e na expressão do receptor VDR; 

• Nas alterações de estrutura renal da medula externa em cortes corados com tricrômio de 

Masson e imunoistoquímica para vimentina, PCNA e cubulina; 

•  No processo inflamatório pela expressão de ED-1 e secreção de citocinas pró e anti-

inflamatórias, IL-1β e IL-10, respectivamente e expressão de CXCR4; 

• Nas alterações de capilares peritubulares da medula externa pela imunoistoquímica para 

JG12 e expressão proteica de eNOS, p-eNOS, VEGF e VEGFR2. 

• Na modulação da atividade antioxidante de SOD.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Animais   
 

Os protocolos foram realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo (FMRP-

USP), protocolo  nº 115/2018). Neste estudo, foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar 

Hannover, pesando em torno de 200-300 gramas, provenientes do Biotério Central da FMRP-

USP. Os ratos foram alojados em caixas de acrílico forradas com maravalha, sendo mantidos 4 

animais por caixa e condições ambientais controladas, com temperatura de 22 ± 2° C, ciclo 

claro/escuro de 12 horas, com ração e água ad libitum. 

 

4.2 Protocolo experimental  
 

A suplementação com calcitriol (6 ng / dia, Calcijex, Abbvie Laboratories, EUA) ou 

veículo (NaCl 0,9%) foram administrados por meio de minibombas osmóticas (modelo 2004, 

Alzet, EUA) implantadas subcutaneamente no dorso dos animais sob anestesia com isoflurano 

(Cristalia, Brasil). A utilização dessas mini-bombas permite a manutenção dos níveis de Vit. D 

plasmáticos dos animais. A dose e a via de administração de calcitriol foram baseadas em 

estudos anteriores (PANICHI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2017; REIS et al., 2019; 

DELUQUE et al., 2020). O tratamento com calcitriol foi contínuo por todo o período 

experimental. O tratamento com calcitriol foi contínuo por todo o período experimental. Após 

duas semanas do implante das minibombas osmóticas, os animais receberam uma única injeção 

intraperitoneal (i.p.). de cisplatina (CP, Fauldcispla5mg/kg) ou salina/veículo (NaCl 0,9%), e 

foram acompanhados por 5 dias.  

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 

• SAL: ratos que receberam apenas o veículo (solução de NaCl a 0,9%) pela mini-

bomba osmótica + uma única injeção i.p. do veículo (solução de NaCl a 0,9%) n= 

5; 

● SAL + Calcitriol: ratos que receberam o tratamento com calcitriol (6 ng/dia) 

pela mini-bomba osmótica + uma única injeção i. p. do veículo (solução de NaCl 

a 0,9%) n=5; 

●  CP: ratos que receberam o veículo (solução de NaCl a 0,9%) pela mini-bomba 

osmótica + uma única injeção i.p. de cisplatina (5 mg/Kg) n=8; 
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●  CP + Calcitriol: ratos que receberam  o tratamento com calcitriol (6 ng/dia) 

pela mini-bomba osmótica + uma única injeção i. p. de cisplatina (5 mg/Kg) n=8. 

 

No quarto dia após a injeção de CP, os animais foram alojados em gaiolas metabólicas 

para coleta de urina de 24 horas (h). No dia seguinte, os animais foram pesados e anestesiados 

(xilazina 0,1ml/100g e cetamina 0,05ml/100g, i.p.) e a aorta abdominal canulada para coleta de 

amostras de sangue e então, eutanasiados.  

Os rins foram removidos, parte do rim esquerdo foi fixado em Methacarn (metanol à 

60%, clorofórmio à 30% e ácido acético a 10%) por 24h e depois a solução foi substituída por 

álcool 70%, para posterior processamento dos cortes para as análises histológicas e 

imunoistoquímicas. A outra parte do rim esquerdo foi armazenado em -70ºC e posteriormente 

utilizado para os estudos de Western Blot e ELISA. 

     

             

 

Figura 3. Representação esquemática do protocolo experimental. Ratos Wistar Hannover foram tratados 

previamente (2 semanas antes) com calcitriol (6ng/dia), antes de receberem uma única injeção intraperitoneal (i.p.) 

de CP (5mg/kg). No quarto dia após a injeção, foram colocados em gaiolas metabólicas por 24h e no dia seguintes 

foram anestesiados e eutanasiados para coleta de sangue (plasma e soro) e tecido renal para análises de 

imunoistoquímica, Western Blot e ELISA. Figura do próprio autor.  
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4.3 Dosagem de 25(OH) D sérica 
 

A quantificação de 25(OH)D sérica dos animais foi realizada pelo teste direto 

competitivo, baseado no princípio de quimioluminescência (CLIA) (Liaison®, Itália)). Esse 

teste foi realizado nos Laboratórios de Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, que participam de certificações nacionais e internacionais de 

garantia de qualidade. 

 

4.4 Avaliação da função renal 

A função renal foi avaliada com amostras de urina de 24h e plasma. A creatinina 

plasmática e a urinária foram determinadas por método colorimétrico usando ácido pícrico 

como cromógeno (HAUGEN, 1953). O sódio urinário e plasmático foram analisados utilizando 

a técnica de quantificação de eletrodo seletivo de íons (9180 Electrolyte Analyzer, Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha, 2004). A excreção fracional de sódio foi calculada 

dividindo a depuração de sódio pela depuração (clearance) de creatinina. Os resultados da 

quantificação de creatinina plasmática e urinária foram utilizados para estimar a Taxa de 

Filtração Glomerular (TFG).  

4.5 Estudo histológico  
 

Cortes histológicos (3 µm de espessura) foram corados utilizando Tricrômio de Masson 

e examinados sob microscopia de luz. As alterações tubulointersticiais definidas como 

desnudamento da membrana basal, dilatação do lúmen tubular e presença de células na luz do 

túbulo, foram avaliadas com o uso de escores que variaram de 0 a 4 e refletiram a porcentagem 

da área da medula externa acometida, onde: 0 normal; 1 envolvimento de menos de 10% da 

medula externa renal; 2 envolvimento de 10-25% da medula externa renal; 3 envolvimento de 

25-75% da medula externa renal; 4 acometimento de mais de 75% da medula externa renal 

(FRANCESCATO et al., 2011). Foram avaliados 30 campos consecutivos de 0,1 mm2 e 

calculados os valores médios por rim. Para a avaliação das alterações histológicas e 

imunoistoquímica para vimentina  foram utilizados os seguintes escores: 
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Tabela 1. Escores utilizados para análise histológica e imunoistoquímica.  

Escores Análise histológica e imunoistoquímica 

0 Entre 0% a 5% da área acometida 

1 Entre 5% e 25% da área acometida 

2 Entre 25% e 50% da área acometida 

3 Entre 50% e 75% da área acometida 

4 Entre 75% a 100% da área acometida 

Fonte: Kleim et al., 1996. 

 

4.6 Estudo Imunoistoquímico 
 

Para as análises imunoistoquímicas, as secções de tecido renal de 4 μm de espessura 

foram desparafinizadas com três banhos consecutivos de xilol e, em seguida, os cortes 

foram hidratados com três banhos de álcool em concentrações decrescentes de água (100%, 

95% e 75%). Os cortes hidratados passaram pelo bloqueio da atividade da peroxidase 

endógena (azida sódica 10% e água oxigenada 30%) e um banho de PBS. Os cortes então 

foram incubados por 60 minutos em temperatura ambiente com os seguintes anticorpos 

primários: 

 -  anti-ED1 (1:1000), monoclonal (Serotec, Reino Unido), Este anticorpo reage apenas 

contra antígenos presentes no citoplasma de macrófagos e monócitos. 

- anti-PCNA (1:1000), monoclonal (Sigma Chemical Company, USA). Este anticorpo 

reage com antígenos presentes nos núcleos de células que estão em fase de proliferação celular. 

- anti-vimentina (1:500), monoclonal (Dako Corporation, Dinamarca). Este anticorpo 

é um marcador de lesão da célula tubular recente, as células expressam vimentina apenas 

quando estão proliferando, evidenciando lesão recente. 

- anti-cubulina (1:200) policlonal (Santa Cruz Biotechnology, EUA). A cubulina é um 

receptor endocítico envolvido na reabsorção da Vit. D e de proteínas como a VDBP presentes 

na luz dos túbulos proximais. 

- anti-aminopeptidase P (JG12) (1:1000) monoclonal de camundongo (Bioscience, 

EUA), foi utilizado como marcador de células endoteliais da  medula externa renal. 

Após a incubação com o anticorpo primário os cortes passaram por três lavagens com PBS 

e foram submetidos a uma nova incubação, com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 
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(1:200 – monoclonal) ou de coelho (1:100 - para os anticorpos primários policlonais). A reação 

foi detectada com o sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories) e a adição de 3,3 

diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) e cloreto de níquel, 

juntamente com peróxido de hidrogênio provocou o desenvolvimento de cor e a contra 

coloração foi realizada com metilgreen. Os resultados das reações imunoistoquímicas para os 

anticorpos anti-JG12, anti-ED1 e anti-PCNA foram avaliados pela contagem de células 

positivas em 30 campos de medula externa renal consecutivos medindo 0,1 mm2. A reação para 

cubulina foi avaliada pela contagem do número de túbulos íntegros marcados na medula externa 

renal em 30 campos consecutivos medindo 0,1 mm2. Enquanto, que, a reação para vimentina 

foi avaliada utilizando escore de 0 a 4 (Tabela 1) em 30 campos consecutivos medindo 0,1 mm2. 

Os resultados foram expressos como a  média dessas análises para cada rato. 

4.7 Western Blot 
 

Para realizar o Western Blot, os tecidos renais não perfundidos foram homogeneizados 

em tampão de lise: Tris-HCL (50 Mm, pH 7,4), NaCl (150 mM), triton X-100 (1%), dodecil 

sulfato de sódio (SDS; 0,1%), aprotinina (1 μg/mL), leupeptina (1 μg/mL), fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (1 Mm), ortovanato de sódio ( 1mM, pH 10), pirofosfato de sódio (1 mM), 

fluoreto de sódio (25 Mm), ácido etilenodiamino tetra-acético (0,001 M EDTA, pH 8) e 

centrifugadas (10.000 rpm/15 min) a 4°C (FRANCESCATO et al., 2018). O sobrenadante foi 

separado para dosagem de proteínas e o método de Bradford (1976) foi utilizado para 

quantificação de proteínas.  

As expressões renais de eNOS, p-eNOS, EC-SOD, VEGF, VEGFR2, CXCR4, CD34, 

vimentina e VDR foram avaliadas. Amostras de lisado renal contendo 30, 60 ou 90 μg de 

proteína foram solubilizadas em tampão de amostra, aquecidas a 100°C por 5 minutos e depois 

aplicadas a um gel de poliacrilamida a 10 ou 12%. Após a corrida, as amostras foram 

transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose e em seguida foram coradas com 

Ponceau, para melhor visualização da transferência. As membranas foram incubadas ou não 

por 1h em tampão de bloqueio a 5% (TBSt contendo 5% de leite desnatado). Posteriormente, 

as membranas foram lavadas em TBSt e incubadas com os anticorpos primários: anti-eNOS 

(1/200, policlonal, Santa Cruz Biotecnology, EUA), anti-p-eNOS (1/200, policlonal, Santa 

Cruz Biotecnology, EUA), anti-EC-SOD (1/500, policlonal, Stressgen, EUA), anti-VEGF 

(1/500, monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-VEGFR2 (1/200, policlonal, Santa 

Cruz Biotechnology, EUA), anti-CXCR4 (1/1000, policlonal, LifeSpan BioSciences Inc., 
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EUA), anti-VDR (1/500, monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-Vimentina 

(1/500, monoclonal, Dako, Dinamarca), um anti-CD34 (1/400, policlonal, BIOss, EUA) e/ou 

anti-GAPDH (1/1000, policlonal, Cell Signaling Technology, EUA), as membranas foram 

incubadas overnight em câmara fria a -4 °C. As membranas foram lavadas e incubadas com 

anticorpos secundários anti-coelho (1/10.000) ou de camundongo (1/10.000) anti-IgG ligados 

ao peróxido (Dako, Dinamarca) por 1h à temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 

novamente, o resultado da reação foi detectado com ECL (50 ml luminol, 22 ul de ácido 

cumárico, 3 ul de peróxido de hidrogênio, 1 ml tris e 9 ml miliQ e capturado pelo sistema de 

imagem Kodak Gel Logic 2200, EUA). A intensidade das bandas identificadas foi quantificada 

por densitometria com o software de imagem ImageJ software NIH (Research Services Branch, 

EUA) e expressa em unidades arbitrárias. Os resultados foram expressos como porcentagem 

em relação à média do grupo SAL, considerada como 100%.  

4.8 ELISA 
 

Os níveis de IL-1β e IL-10 foram medidos em amostras de tecido renal, que foram 

armazenadas a -70 °C até a análise. O conteúdo foi determinado utilizando-se kits de ELISA 

de acordo com as diretrizes do fabricante (Alpco, Keewaydin Drive, EUA; Pierce, EUA, 

respectivamente). Os valores de IL-1β e IL-10 foram relatados em pg/mg de proteína. 

 

4.9 Análise estatística 

 

Para dados com distribuição normal, foram aplicados a análise de variância (one way 

ANOVA) e os testes de comparação múltipla de Newman–Keuls. Para os dados não 

distribuídos normalmente, foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do 

pós-teste de Dunn. O ensaio Kolmogorov-Smirnov investigou a normalidade das variáveis 

dependentes. Os dados foram expressos em média ± EPM. O GraphPad Prism versão 9.0 for 

Windows (GraphPad Software, EUA) foi utilizado para realizar a análise estatística e posterior 

construção do gráfico. A significância estatística foi estabelecida em p<0,05. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Avaliação da função renal 
 

Os animais tratados com cisplatina (grupo CP) apresentaram níveis elevados de 

creatinina pCr e FENa+, e  redução TFG quando comparados aos grupos controle (SAL e SAL 

+ Calcitriol). O grupo CP tratado com calcitriol apresentou melhora da função renal (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Dados de creatinina plasmática (pCr), excreção fracional de sódio (FENa+) e taxa de filtração 

glomerular (TFG) dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. 

Os dados foram expressos em média ± EPM. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. SAL; ●p < 0.05, ●●p < 0.01, ●●●p < 

0.001 vs. SAL+Calcitriol.; ■p < 0.05, ■■■p < 0.001 vs. CP. 

 

5.2 Estudo histológico 
 

As características histológicas típicas da LRA induzida por CP, evidenciadas pela perda 

da borda em escova, necrose celular, dilatação tubular, descamação e obstrução, foram 

observadas em ambos os grupos injetados com este quimioterápico. Essas lesões túbulo-

intersticiais, avaliadas por escore, estavam atenuadas nos rins dos animais tratados com 

calcitriol e injetados com CP (grupo CP+Calcitriol), em comparação com o grupo CP (Figura 

4). 
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Figura 4. Cortes histológicos representativos da medula externa renal corados com Tricrômio de Masson, em  

aumento, ×400. (A barra representa 50 µm). Escore para as lesões túbulo-intersticiais (TIL) na medula renal 

externa. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. 

(n = 5–8 para cada grupo). ** p < 0,01, **** p<0,0001. 

 

5.3 Avaliação de 25-OH vitamina D, VDR e o receptor de cubilina 
 

Não houve diferença significativa entre os grupos quanto à concentração sérica média 

de 25(OH)D. Na análise de Western Blot houve redução da expressão de VDR no tecido renal 

no grupo CP em comparação com os grupos controles (SAL e SAL+calcitriol). A redução na 

expressão desta proteína induzida pela CP foi atenuada pelo tratamento com calcitriol. Também 

observamos na análise imunoistoquímica que o número de túbulos com borda em escova 

marcada com receptores cubilina foi menor no grupo CP em relação aos grupos controles (SAL 

e SAL + calcitriol). O tratamento com calcitriol também foi capaz de atenuar essas alterações 

(Figura 5). 
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Figura 5. Imunolocalização de cubilina na medula externa renal. Aumento, ×400. (A barra indica 50 μm). Número 

de túbulos com borda em escova marcada com cubilina. Níveis séricos de 25(OH)D. Análise de Western blot de 

VDR e GAPDH no tecido renal. Densitometria de VDR. Dados dos grupos SAL, SAL + Calcitriol, CP e CP + 

Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM.  (n = 5–8 para cada grupo) * p < 0,05; ** p < 0,01; **** 

p < 0,0001. 

 

5.4 Calcitriol atenua a lesão renal provocada por CP 
 

As células epiteliais expressam vimentina antes da diferenciação durante o 

desenvolvimento ou nos processos de transdiferenciação celular, processo conhecido como 

transição epitelial-mesenquimal (EMT) (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2013). Durante esse 

processo, essas células podem proliferar, migrar e produzir matriz extracelular. Portanto, esta 

proteína pode ser usada como marcador de dano celular (FAUBEL et al., 2007; KLINBERG et 

al., 2013). A análise imunoistoquímica mostrou aumento da expressão de vimentina na medula 

externa renal nos animais dos grupos CP e CP+Calcitriol em relação aos grupos controles (SAL 

e SAL+Calcitriol, respectivamente). O tratamento com calcitriol diminuiu a expressão de 
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vimentina na medula externa renal desses animais. Na análise densitométrica de tecido inteiro 

para vimentina, esse resultado foi semelhante. Observamos aumento dessa proteína no grupo 

CP em relação aos grupos controles SAL e SAL+Calcitriol, enquanto, o tratamento prévio com 

calcitriol atenuou a expressão de vimentina nos rins dos animais do grupo CP+Calcitriol (Figura 

6). 

A lesão tubular causada pela CP também foi avaliada através da proliferação celular, 

utilizando o PCNA como marcador, sendo este indicativo de lesão tubular recente. O número 

de células PCNA-positivas foi aumentado na medula externa renal dos animais injetados com 

CP em relação aos grupos controles (SAL e SAL + calcitriol), evidenciando uma intensa lesão 

tubular nestes animais. No entanto, tais alterações foram atenuadas pelo tratamento com 

calcitriol (Figura 6). 
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Figura 6. Imunolocalização de Vimentina e PCNA na medula externa renal. Aumento, ×200. (A barra representa 

50 µm). A pontuação para vimentina e o número de células PCNA-positivas na medula externa renal nos diferentes 

grupos. Análise de Western blot de vimentina e GAPDH no tecido renal. Densitometria de vimentina. Dados dos 

grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 5–8 para cada 

grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 
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5.5 Calcitriol atenua o processo inflamatório provocado pela CP 
 

Um processo inflamatório evidenciado por uma grande infiltração de macrófagos 

(células ED1-positivas) no compartimento túbulo-intersticial da medula externa nos rins de 

ratos tratados com CP também foi observado quando comparados aos grupos controles (SAL e 

SAL+Calcitriol). no grupo CP+Calcitriol essa alteração foi menos intensa em relação ao grupo 

CP (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Imunolocalização de células positivas para ED1 (macrófagos) na medula externa renal. Aumento de 

400x (A barra representa 50 µm). O número de células ED1-positivas na medula renal externa de todos os grupos 

experimentais. Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 5–8 para cada grupo). * p<0,05, **** p<0,0001. 

A análise da expressão de IL-1β no tecido renal mostrou níveis mais elevados desta 

citocina no grupo CP em relação ao grupo SAL, o que foi atenuado pelo tratamento com 

calcitriol no grupo CP+Calcitriol. A IL-10 uma citocina com funções anti-inflamatórias e 

imunomoduladoras, apresentou regulação negativa no grupo CP, enquanto no grupo que 

recebeu tratamento com o calcitriol (CP+Calcitriol) foi observado aumento expressivo dessa 

citocina em relação aos grupos CP e SAL+Calcitriol, demonstrando a regulação positiva 

(Figura 9). Em relação a análise da expressão de CXCR4, observamos que os animais do grupo 
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CP apresentaram aumento da expressão renal desse receptor em relação ao grupo controles 

(SAL). Este aumento na expressão foi atenuado no grupo CP + calcitriol, sendo este grupo 

diferente de CP e SAL+Calcitriol  (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Níveis no tecido renal de IL (interleucina)-1β  e IL (interleucina)-10. Análise de Western blot de CXCR4 

e GAPDH no tecido renal. Densitometria de CXCR4. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. 

Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 5–8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, **** p<0,0001. 

 

5.6 Calcitriol atenua o dano endotelial induzido pela CP  
 

 O estudo imunoistoquímico para JG12, um marcador de células endoteliais, mostrou 

redução do número de capilares peritubulares na medula externa nos animais do grupo CP em 

relação ao grupo SAL. O efeito da CP sobre o endotélio renal, avaliado por Western Blot 

utilizando um marcador específico para células endoteliais (CD34), mostrou expressão reduzida 

nos grupos CP em relação ao grupo controle (SAL). O tratamento com calcitriol atenuou as 

alterações tanto de JG12 na medula externa quanto de CD34 no tecido inteiro de animais do 

grupo CP+Calcitriol (Figura 9). 
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Figura 9. Imunolocalização de JG12 na medula externa renal. Aumento de 400x (A barra indica 50 μm). O número 

de capilares JG12-positivos na medula externa renal. Análise de Western blot de CD34. Densitometria de CD34. 

Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 

5–8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01. 

 

Ainda sobre parâmetros endoteliais, observados aumento da expressão tecidual de 

eNOS no tecido renal de ratos tratados com CP e calcitriol quando comparados ao grupo CP. 

Para a proteína p-eNOS, foi visto uma redução de sua expressão no grupo CP em relação ao 

grupo SAL, enquanto os animais do grupo CP+Calcitriol apresentou quando comparado ao 

grupo CP (Figura 10). 
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Figura 10. Análise de Western blot de NOS3 e p-NOS no tecido renal. Densitometria de NOS3 e p-NOS. Dados 

dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 5–8 para 

cada grupo). * p<0,05. 

 

O VEGF é um fator pró-angiogênico significativo na angiogênese. Observamos que o 

grupo que recebeu o tratamento com calcitriol, apresentou um aumento na expressão de VEGF  

em relação aos controles (SAL e SAL + Calcitriol) e CP. O VEGF exerce suas ações por meio 

de seu receptor VEGFR 2 nas células-endoteliais. Observamos que os animais do grupo 

CP+calcitriol também apresentaram aumento da expressão de VEGFR 2 no tecido renal em 

relação ao grupo SAL+Calcitriol e CP (Figura 11).  
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Figura 11. Análise de Western blot de VEGF e VEGFR2 no tecido renal. Densitometria de VEGF e VEGFR2. 

Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. (n = 

5–8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, ***, **** p<0,0001. 

 

A redução das enzimas antioxidantes é um dos mecanismos de geração do estresse 

oxidativo desencadeado pela CP, e o aumento do estresse oxidativo leva ao dano endotelial. 

Para avaliar a participação desse mecanismo, analisamos a expressão da enzima antioxidante 

EC-SOD no tecido renal. Observamos que o CP teve uma tendência de reduzir a expressão de 

EC-SOD, e a ação antioxidante do calcitriol foi confirmada pelo aumento da expressão de EC-

SOD nos grupos SAL + calcitriol e CP + calcitriol comparado aos seus respectivos controles 

(Figura 12). 
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Figura 12. Análise de Western blot de EC-SOD no tecido renal. Densitometria de EC-SOD. Densitometria de EC-

SOD. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados são expressos como média ± EPM. 

(n = 5–8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, ***, **** p<0,0001. 
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6. DISCUSSÃO 
 

O presente estudo investigou os efeitos do tratamento prévio com calcitriol nas 

alterações características de LRA induzida por CP. Nossos resultados demonstraram que o 

calcitriol atenuou a lesão de células epiteliais e endoteliais, assim como reduziu a inflamação e 

o estresse oxidativo induzidos por CP. Esse efeito foi associado a regulação positiva da 

expressão de VDR no tecido renal, juntamente com maior ativação de vias relacionadas a 

manutenção e sobrevivência endotelial, evidenciadas pelo reequilíbrio de p-NOS, do eixo 

VEGF-VEGFR2 e de CXCR4. Adicionalmente, o calcitriol regulou a secreção de citocinas 

como pró e anti-inflamatórias, IL-10 e IL-1β, respectivamente. Por fim, o tratamento com a vit. 

D ativa ainda teve efeitos antioxidantes, regulando a expressão de enzima antioxidante EC-

SOD. Nossos resultados reforçam que o calcitriol pode ser uma terapia importante para reduzir 

as alterações induzidas por CP em pacientes em tratamento de câncer. 

O declínio da função renal, caracterizada pela queda da TFG e acúmulo de creatinina, 

são as alterações funcionais presentes na LRA (KDIGO, 2012). Alterações estas que foram 

reproduzidas pelo nosso estudo após o tratamento com CP. Evidências acumuladas já 

demonstraram a correlação entre o declínio da função renal e o dano tubulointersticial 

(RISDON et al., 1968; BOHLE  et al., 1979; MACKENSEN-HEAEN et al., 1981). A CP 

acumula-se no tecido renal, preferencialmente no segmento S3 das células epiteliais do  túbulo 

proximal, resultando em uma lesão tubular intensa conhecida como NTA (ARANY; 

SAFIRSTEIN, 2003; ZANETTI et al., 2009). As alterações morfológicas observadas na NTA 

incluem dilatação tubular, perda da borda em escova tubular proximal (WEN et al., 2020), 

descolamento da membrana basal e a presença de células em necrose na luz tubular (BASILE 

et al., 2012; BERGER; MOELLER, 2014). Na análise histológica todas essas alterações foram 

observadas e o tratamento com calcitriol atenuou todas elas, com diminuição nas áreas de lesão, 

e consequentemente, atenuou o declínio da função renal, preservando a TFG e evitando o 

acúmulo de creatinina plasmática. Estudo anteriores, utilizando análogos da vitamina D 

observaram efeitos semelhantes e associaram a manutenção da função renal à atenuação da 

lesão tubular por CP  (PARK et al., 2012; HAMZAWY et al., 2018). 

As respostas biológicas do calcitriol são mediadas pelo VDR( HAUSSLER; NORMAN, 

1969). Para avaliar o efeito do tratamento prévio com calcitriol na LRA induzida por CP, 

optamos por um método que garante a liberação constante e fisiológica de calcitriol, para 

obtenção dos efeitos benéficos sem a necessidade de overdose e efeito colateral de calcificação. 

Nossos resultados mostraram que os níveis séricos de 25(OH)D não foram alterados pelo 
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tratamento com CP e nem pela suplementação com calcitriol, ressaltando que a interação do 

calcitriol-VDR foi capaz de atenuar as alterações provocadas pela CP, sem alterar os níveis de 

25(OH)D, evidenciando os mecanismos diretos do calcitriol.  

A captação renal de 25 (OH) D para a sua ativação é realizada através da associação 

entre dois receptores presente na membrana apical da célula epitelial tubular, são eles megalina 

e cubulina (NYKJAER et al., 2001). Observamos que as lesões na medula externa renal 

induzidas por CP levaram à diminuição da expressão do receptor de cubilina na região apical 

das células tubulares no grupo CP. Apesar da diminuição na expressão de cubulina, não 

observamos diminuição nos níveis de 25(OH)D no grupo CP, isso porque a redução no número 

de túbulos que expressam cubilina na borda em escova da célula pode levar a distúrbios na 

ativação da vitamina D e consequentemente afetar as suas ações (LI et al., 2017; LUCHI et al., 

2017), mas não interfere diretamente nos níveis de 25(OH)D, uma vez que a sua síntese ocorre 

no fígado. Esse resultado reforça que a utilização da vitamina D ativa no tratamento é o mais 

indicado, pois garante as suas ações diretas aconteçam. Além disso, o tratamento com calcitriol 

resultou na preservação dos receptores de cubilina, demonstrando o papel renoprotetor do 

calcitriol. 

 Resultados anteriores de estudos clínicos e em modelos animais sugeriram que a 

ativação do VDR tem efeitos benéficos em várias doenças renais (NYKJAER et al., 2001; 

JEAN et al., 2017) e o status da vitamina D e a preservação dos túbulos renais são fatores que 

podem interferir na expressão do VDR nos rins (SIMI et al., 2007). Encontramos uma menor 

expressão de VDR nos animais do grupo CP, enquanto o grupo CP que recebeu calcitriol 

apresentou um aumento na sua expressão. A redução do VDR no grupo CP pode estar 

relacionada principalmente a menor ativação do receptor pelo seu ligante, isso porque em 

estudos com suplementação de vitamina D é possível observar o aumento na expressão de 

VDR( HU et al., 2020), enquanto na deficiência de vitamina D  há uma diminuição na expressão 

(DE BRAGANÇA et al., 2018), sugerindo um feedback na expressão de VDR associado a 

quantidade de vitamina D. O VDR é altamente expresso em células epiteliais tubulares renais, 

é a sua modulação tem sido associada a efeitos benéficos e de agravamento em vários modelos 

de doenças renais. Por exemplo, a deficiência de VDR agravou a inflamação e a fibrose do 

tecido renal em camundongos diabéticos induzidos por STZ (LI et al., 2021), já a sua ativação 

atenuou a inflamação e a necrose tubular em camundongos com LRA induzida por CP e LPS 

(DU et al., 2019; HU et al., 2020; JIAN et al., 2021).   

Após a lesão, os túbulos renais têm uma capacidade notável de regenerar suas células 

perdidas (TOBACK, 1992) e é sugerido pela literatura que a restauração das células tubulares 
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renais perdidas é secundária à regeneração do epitélio tubular (BONVANTRE, 2003). No 

presente estudo, utilizamos a imunoistoquímica para alguns marcadores, para determinar a 

localização e distribuição da lesão tubular, como a vimentina, sendo um marcador de fenótipo 

mesenquimal e de desdiferenciação de células tubulares (FURIUCHI et al., 2009; MALIK et 

al., 2015) e o PCNA, um fator crucial na síntese e reparo do DNA (MOLDOVAN et al., 2007), 

presente no núcleo de células em proliferação. Apesar de ambos serem marcadores associados 

ao reparo renal após lesão, consideramos eles como marcadores de lesão, uma vez que a 

ativação de ambos pressupõe uma lesão recente. A expressão aumentada de vimentina foi 

observada em lesões de células tubulares na medula externa renal de ratos injetados com CP, 

assim como o  aumento do número de células PCNA-positivas. Tan et al. (2006) observaram 

que o tratamento com paricalcitol (um análogo sintético da vitamina D) reduziu 

significativamente a expressão de PCNA, atenuando a fibrose intersticial renal em um modelo 

de nefropatia obstrutiva. Também foi observado o tratamento com vitamina D restaurou a 

expressão do receptor VDR, bloqueou a transição epitélio-mesenquimal e inibiu a proliferação 

celular, demonstrando que a vitamina D desempenha um papel protetor na integridade celular 

contra esse processo de lesão celular (YE et al., 2016). 

O papel imunomodulador da vitamina D já foi reconhecido em diversos estudos e os 

seus efeitos protetores foram relacionados a ação direta nas próprias células imunológicas ou 

no seu recrutamento para o local da inflamação (HAMZAWY et al., 2019; ZHANG et al., 

2020). Estudos anteriores revelaram que vitamina D/VDR afeta tanto a imunidade inata quanto 

a adaptativa, em grande parte através da inibição da ativação/proliferação de células 

imunológicas (VON ESSEN et al., 2010; HART et al., 2011). Conforme indicado pelos 

resultados da análise imunoistoquímica para ED1 (marcador de macrófagos), nosso estudo 

demonstrou que a CP provocou um infiltrado significativo de macrófagos no tecido renal, e que 

os níveis dessas células foram significativamente reduzidos nos rins dos animais que receberam 

o calcitriol. Este resultado sugere que o calcitriol pode reduzir a infiltração de células 

inflamatórias causada pela CP. Além disso, em macrófagos, o calcitriol demonstrou ser capaz 

de inibir o início da ativação do inflamassoma, interferindo na sinalização de NFκB, levando a 

redução na liberação dos níveis de IL-1β (WÖBKE et al., 2014; ZWICKER et al., 2017).  

Em nosso estudo, também observamos o aumento da citocina pró inflamatória IL-1β e 

redução dos níveis de IL-10 (citocina anti-inflamatória). Em concordância com nossos dados, 

estudos anteriores mostraram que a nefrotoxicidade da CP foi associada ao aumento da 

expressão de IL-1β (SAXENA et al., 2015; YANG et al., 2020; VEIRAS et al., 2022). A IL-

1β é uma citocina pró-inflamatória crucial para a resposta inflamatória contra infecções e lesões 
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(DINARELLO, 1996). Um estudo recente revelou que a IL-1β derivada de células epiteliais 

tubulares renais polariza os macrófagos renais em direção a um fenótipo pró-inflamatório 

(AKHARI et al., 2001). Esses achados corroboram com os nossos resultados, uma vez que o 

tratamento com calcitriol reduziu significativamente os níveis de IL-1β, associado a uma 

redução na infiltração de macrófagos na medula externa de animais com LRA induzida por CP. 

A participação de citocinas antiinflamatórias na patogênese da LRA induzida pela CP 

vem sendo investigada (DENG et al., 2001; FAUBEL et al., 2007; LU et al., 2008) e a IL-10 

parece ter uma importante ação na atenuação da LRA induzida por CP e a inflamação associada 

(SAMPAIO et al., 2007; SHENOY et al., 2013; RABELO et al., 2016). Estudos, tanto in vitro 

quanto estudos in vivo, já demonstraram que a vitamina D induz a expressão de IL-10 em 

cultura de células (KORF et al., 2012) e suprime a inflamação em modelos de diabetes, esse 

efeito foi relacionado a expressão aumentada de IL-10 (CANTORNA, 2012; OOI et al., 2012; 

CANTORNA et al., 2014). No nosso estudo observamos exatamente essa ação do calcitriol, 

uma vez que os níveis de IL-10 estavam aumentados no grupo tratado com calcitriol. Um dos 

mecanismos sugeridos para a vitamina D induzir um aumento na secreção de IL-10 é a sua ação 

direta nas células T reguladoras, importantes secretoras de IL-10, aumentando a secreção de 

IL-10 por estas células (AZAK et al., 2013).  

A inibição do CXCR4 foi associada a um efeito benéfico em modelos animais 

experimentais de LRA, tanto por efeitos anti-inflamatórios locais ou quanto por mecanismos 

sistêmicos dependente da mobilização de células-tronco (ZUK et al., 2014; YAN et al., 2015). 

Observamos um aumento da expressão de CXCR4 após o tratamento com CP, efeito que 

contribuiu para o dano celular epitelial e endotelial. Sabendo que os macrófagos expressam 

CXCR4 (DE FILIPPO, 2018; SUSEK et al., 2018), esse aumento da expressão de CXCR4 pode 

ser associado ao intenso infiltrado macrófagos no tecido renal que relatamos anteriormente. Em 

trabalho recente, Chang cols. (2021) observaram que a supressão da via SDF-1/CXCR4 

resultou em aumento da regeneração de células tubulares, redução da morte celular e atenuação 

da rarefação microvascular em rins de camundongos IR-AKI. Esse achado é consistente com 

nossos dados, que mostram que o calcitriol suprimiu a expressão de CXCR4, seguido pela 

melhora do endotélio e disfunção das células epiteliais. 

A nefrotoxicidade induzida por CP deve-se em parte ao dano vascular e à vasoconstrição 

associada à disfunção endotelial e autorregulação vascular anormal (SUN et al., 2012). A lesão 

vascular resulta em diminuição do fluxo sanguíneo renal e da TFG, causando danos tubulares 

hipóxicos (YOO et al., 2018). Já mostramos anteriormente a participação do endotélio no 

desenvolvimento da LRA induzida pela CP, uma vez que a perda de capilares peritubulares foi 
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associado ao agravamento da lesão tubulointersticial e a preservação a melhora das alterações 

induzidas por CP (FRANCESCATO et al., 2018). Evidências relatam que a vitamina D 

desempenha papel fundamental na homeostase vascular e na modulação da função endotelial 

(MELAKU; MOSSI, 2018). Para avaliar as mudanças na densidade capilar na medula externa 

renal, utilizamos o JG12, por ser um marcador específico para o endotélio dos vasos sanguíneos 

e é expresso pelas células endoteliais dos vasos tubulointersticiais renais (SUN et al., 2012; 

ALMEIDA et al., 2019). Além disso, analisamos também a expressão de CD34, uma 

glicofosfoproteína expressa na parede dos vasos sanguíneos, sendo utilizada como um 

marcador de células endotelial (KRAUSE et al., 1996; ZHANG et al., 2018). A 

imunoistoquímica para JG12 revelou menor expressão de capilares peritubulares positivos para 

JG12 na região da medula externa renal, assim como um expressão reduzida de CD34, 

demonstrando a intensa perda de densidade vascular atribuída a lesão por CP. O tratamento 

com calcitriol preservou os capilares peritubulares, evidenciado pela manutenção dos capilares 

positivos para JG12 e a expressão de CD34 pelas células endoteliais. Resultado semelhante foi 

observado em um estudo anterior do nosso laboratório, demonstrando que a ativação de VDR 

foi capaz de atenuar  as alterações da microvasculatura renal no modelo de lesão renal 

progressiva induzida por adriamicina. Esse efeitos estavam associados ao reequilíbrio de fatores 

pró e antiangiogênicos, assim como o aumento da biodisponibilidade de NO para o tecido renal 

pela ativação de NOS3 e expressão de VEGFR2 (DELUQUE et al., 2022). 

Os efeitos renoprotetores da vitamina D foram determinados pela  regulação positiva de 

eNOS e à atenuação da remodelação vascular e condições isquêmicas devido à fibrose renal 

(ARFIAN et al., 2017). Além da menor expressão dos capilares peritubulares, o grupo CP 

também apresentou diminuição na produção de eNOS e na sua ativação p-eNOS. A vitamina D 

é um regulador transcricional direto da eNOS e está envolvida na ativação não genômica da 

eNOS, para promover a produção endotelial de NO (ANDRUKHOVA et al., 2014) e o efeito 

do calcitriol na eNOS dependente da ativação de VDR (MARTÍNEZ-MIGUEL et al., 2014). 

Um estudo in vitro também relatou que a vitamina D induz a expressão de VEGF e leva à 

melhoria das propriedades angiogênicas das células progenitoras endoteliais (GRUNDMANN 

et al., 2012).  O aumento da expressão de VEGF e VEGFR2 que observamos com o tratamento 

com calcitriol reforça o seu papel como promotor do endotélio. Já foi relatado que a transição 

endotélio-mesenquimal leva a deposição intersticial e lesão vascular após a LRA e o tratamento 

com VEGF contribuiu para a manutenção da integridade vascular, apesar de não aumentar o 

número de células endoteliais, o VEGF bloqueou a transição endotélio-mesenquimal e protegeu 

da rarefação vascular após LRA (BASILE et al., 2011). 
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A disfunção mitocondrial gerada pela CP leva ao aumento dos níveis de EROs 

(MILLER et al., 2010), associado a ação prejudicada das enzimas antioxidante e este 

desequilíbrio é determinante para o estabelecimento do estresse oxidativo (HUSAIN et al., 

1998). A SOD extracelular (EC-SOD) é uma enzima antioxidante, localizada nas regiões 

extracelulares da célula (FOLZ; CRAPO, 1994), responsável pelo controle dos níveis de EROs 

e é a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). 

Atribuídos a sua função, estudos recentes tem focado nos níveis de antioxidantes para aliviar 

os efeitos na lesão renal (MAPUSKAR et al., 2021). Estudos experimentais demonstraram que 

a vitamina D pode ter importantes propriedades antioxidantes (WIMALAWANSA, 2019) e 

esse efeito pode estar associado a regulação positiva de enzimas antioxidantes, como a SOD e 

consequente redução do estresse oxidativo (SARDAR et al., 1996). Além disso, níveis e 

atividade reduzidos de SOD foram relatados em indivíduos com deficiência de vitamina D e 

ratos diabéticos (TARCIN et al., 2009; WEE et al., 2021). Nossos resultados mostraram que o 

tratamento prévio com calcitriol regulou positivamente a expressão de EC-SOD em ambos os 

grupos tratados com calcitriol e que esse efeito foi responsável, pelo menos em parte, pela 

atenuação da LRA induzida por CP. Efeito semelhante foi observado por Li cols. (2017), onde 

o pré-tratamento com colecalciferol, uma forma inativa da vitamina D3, protegeu parcialmente 

contra a LRA induzida por isquemia-reperfusão através da regulação de enzimas oxidantes e 

supressão do estresse oxidativo (LI et al., 2017).  
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7. CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, nossos dados mostram que o calcitriol atenua as alterações morfológicas 

e funcionais que ocorrem na LRA induzida por CP, esse efeito foi associado a: (1) um 

mecanismo anti-inflamatório através da diminuição de IL-1β e aumento de IL-10 (2) um 

mecanismo antioxidante através da elevação da SOD (3) redução da vimentina, antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA) (4) elevação de fatores pró angiogênicos. Estudos 

futuros são necessários para avaliar como o calcitriol pode acelerar a resolução da lesão das 

células epiteliais.  
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