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RESUMO 

DELUQUE, Amanda Lima. Efeito do tratamento com paricalcitol (vitamina D ativa) na lesão renal 
progressiva induzida por adriamicina 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.  

A lesão renal progressiva é caracterizada pela lesão das células endoteliais (CE) e 
epiteliais renais por processos denominados de transição endotelial-mesenquimal 
(EndoMT) e transição epitélio-mesenquimal (TEM), respectivamente, resultando em 
fibrose e inflamação tecidual. A nefropatia induzida por adriamicina (ADR) é um 
modelo experimental de lesão renal progressiva em roedores amplamente utilizado 
para o estudo de mecanismos relacionados à progressão da glomeruloesclerose 
segmentar e focal (GESF), que ocorre em humanos. A ativação do receptor de 
vitamina D (VDR) pelo paricalcitol, um análogo da vitamina D (vit. D) ativa, 
desempenha um papel crucial para a redução da progressão da lesão renal, mediadas 
pela modulação da função endotelial e epitelial nos processos de fibrose e inflamação 
renal. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento prévio com 
paricalcitol na lesão renal induzida por adriamicina em ratos e explorar os mecanismos 
relacionados a angiogênese, fibrose e inflamação renal. Ratos Sprague-Dawley 
machos foram submetidos ao implante de minibomba osmótica contendo paricalcitol 
(Zemplar®, 6 ng/dia) ou salina (veículo; NaCl 0,9%). Dois dias após o implante, os 
ratos receberam injeção intravenosa (i.v.) de adriamicina (Fauldoxo®, 3,5 mg/kg) ou 
salina (veículo; NaCl 0,9%). Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:  
controle: ratos que receberam o veículo pela minibomba osmótica e por i.v., n=6; 
paricalcitol: ratos que receberam paricalcitol pela minibomba osmótica e injeção i.v. 
de veículo, n=6; ADR: ratos que receberam o veículo pela minibomba osmótica e 
administração i.v. da adriamicina, n=7; ADR + paricalcitol: ratos que receberam 
paricalcitol pela minibomba osmótica e administração i.v. da adriamicina, n=7. A 
ativação do VDR em nosso estudo foi demonstrada pelo aumento da expressão 
proteica desse receptor bem como a maior disponibilidade de vit. D tecidual, avaliada 
pela CYP24A1 no tecido renal após o tratamento com paricalcitol. Os resultados 
mostraram que o paricalcitol atenuou a lesão renal induzida pela ADR, reduzindo as 
alterações de função e estrutura renal, tanto glomerular quanto tubular. Os efeitos 
benéficos da ativação do VDR nos animais tratados com ADR podem estar associados 
a manutenção da produção de óxido nítrico (NO), diminuição da expressão da 
angiopoietina-2 (Ang-2; fator antiangiogênico) e aumento da expressão do receptor 
tirosina quinase endotélio-específico (Tie-2) observadas nas CE glomerulares, 
corticais e medulares externas desses animais. A expressão do fator de crescimento 
endotelial vascular (VEGF) e do seu receptor 2 (VEGFR2), fatores próangiogênicos, 
também estavam desregulados nos animais com lesão renal induzida por ADR, 
sugerindo um efeito modulador da angiogênese renal pelo paricalcitol via Ang-2/Tie-2 
e VEGF/VEGFR2. A ativação do VDR foi capaz ainda de suprimir a expressão dos 
marcadores mesenquimais no tecido renal [desmina, alfa-actina de músculo liso (α-
SMA), vimentina, colágeno I, fibronectina] e aumentar a expressão de podocina e 
zonula occludens (ZO-1) pela atenuação da proliferação celular associada ao antígeno 
nuclear de células em proliferação (PCNA) e redução da ativação da via do fator de 
crescimento transformador beta 1 (TGF-β1)/Smad2/3-dependente e independente; por 
redução da expressão do receptor para angiotensina II tipo 1 (AT1) e de proteínas 
quinases ativadas por mitógeno (MAPK). O paricalcitol reduziu o processo inflamatório 
observado pela menor secreção de citocinas e de infiltrado de macrófagos pró-



inflamatórios e maior expressão de macrófagos reparadores, processos relacionados 
a maior inibição da translocação nuclear do fator nuclear-kappa B (NF-κB) e redução 
da via do fator 1 alfa derivado de células estromais (SDF-1α) /receptor tipo 4 de 
quimiocina C-X-C (CXCR4) /β-Catenina. Diante disso, nossos resultados mostraram 
que o paricalcitol foi capaz de exercer papel renoprotetor pela modulação da 
angiogênese, redução da inflamação e fibrose, evidenciando novos e potenciais alvos 
para o tratamento da doença renal progressiva. 

 
Palavras-chave: paricalcitol; diferenciação celular; angiogênese; inflamação; fibrose; 
doença renal progressiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

DELUQUE, Amanda Lima. Paricalcitol (activate vitamin D) treatment effects on adriamycin-
induced progressive kidney injury in rats. 2023. Thesis (Doctorate in Sciences, area of concentration: 
Physiology) - Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo, 2023. 

Progressive kidney injury is characterized by damage to endothelial cells (EC) and 
renal epithelial cells by processes called endothelial-mesenchymal transition 
(EndoMT) and epithelial-mesenchymal transition (EMT), respectively, resulting in 
fibrosis and tissue inflammation. Adriamycin-induced nephropathy (ADR) is an 
experimental rodent model of CKD widely used to study mechanisms related to the 
progression of focal and segmental glomerulosclerosis (FSGS) in humans. Activation 
of the vitamin D receptor (VDR) by paricalcitol, an analog of active vitamin D (vit. D), 
plays a crucial role in reducing the progression of renal injury, mediated by modulation 
of endothelial and epithelial function in the processes of fibrosis and renal 
inflammation. This study aimed to evaluate the effect of prior treatment with paricalcitol 
on ADR-induced kidney injury in rats and explore the mechanisms related to 
angiogenesis, fibrosis and renal inflammation. Male Sprague-Dawley rats were 
implanted with an osmotic minipump containing paricalcitol (Zemplar®, 6 ng/day) or 
saline (vehicle; 0.9% NaCl). Two days after implantation, the rats received an 
intravenous (i.v.) injection of adriamycin (Fauldoxo®, 3.5 mg/kg) or saline (vehicle; 
NaCl 0.9%). The animals were divided into 4 experimental groups: control: rats that 
received the vehicle via osmotic minipump and i.v., n=6; paricalcitol: rats that received 
paricalcitol via osmotic minipump and i.v. injection of vehicle, n=6; ADR: rats that 
received the vehicle via osmotic minipump and i.v. administration of adriamycin, n=7; 
ADR + paricalcitol: rats that received paricalcitol by osmotic minipump and i.v. 
administration of adriamycin, n=7. Activation of the VDR was demonstrated by 
increased protein expression of this receptor as well as increased availability of tissue 
vit. D, assessed by CYP24A1, in renal tissue after treatment with paricalcitol. The 
results showed that paricalcitol attenuated ADR-induced kidney damage, reducing 
alterations in renal function and structure, both glomerular and tubular. The beneficial 
effects of VDR activation in ADR-treated animals may be associated with the 
maintenance of nitric oxide (NO) production, decreased expression of angiopoietin-2 
(Ang-2; anti-angiogenic factor), and increased expression of the endothelium-specific 
tyrosine kinase receptor (Tie-2) observed in the glomerular, cortical and outer 
medullary ECs of these animals. The expression of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) and its receptor 2 for VEGF (VEGFR2), pro-angiogenic factors, were also 
downregulated in animals with ADR-induced CKD, suggesting a modulating effect of 
renal angiogenesis by paricalcitol via Ang-2/Tie-2 and VEGF/VEGFR2. VDR activation 
was also able to suppress the expression of mesenchymal markers in renal tissue 
[desmin, alpha-smooth muscle actin (α-SMA), vimentin, collagen I, fibronectin] and 
increase of podocin and zonula occludens (ZO-1) expressions by attenuating cell 
proliferation associated with proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and reducing the 
activation of the transforming growth factor-beta 1 (TGF-β1)/Smad2/3-dependent and 
independent pathway; by reducing the expression of the receptor for angiotensin II 
type 1 (AT1) and mitogen-activated protein kinases (MAPK). Paricalcitol reduced the 
inflammatory process observed by lower secretion of cytokines and infiltration of pro-
inflammatory macrophages and greater expression of repair macrophages, processes 
related to greater inhibition of nuclear translocation of nuclear factor-kappa B (NF-κB) 
and reduction of the stromal cell-derived factor 1 alpha (SDF-1α)/chemokine C-X-C 
receptor type 4 (CXCR4)/β-Catenin pathway. Therefore, the results showed that 



paricalcitol was able to play a renoprotective role by modulating angiogenesis, 
reducing inflammation and fibrosis, and highlighting new and potential targets for the 
treatment of progressive kidney disease. 

 
Keywords: paricalcitol; cell differentiation; angiogenesis; inflammation; fibrosis; 
progressive kidney disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doença renal crônica 

 A lesão renal progressiva ou Doença Renal Crônica (DRC) é um problema de 

saúde pública, com morbimortalidade elevada, sendo esta associada ao maior risco 

para doenças cardiovasculares (PAPAZOVA et al., 2015; TOMINO, 2014). A DRC é 

definida como alterações da estrutura ou de função renal presentes a mais de 3 

meses, identificadas pela presença de albuminúria significativa e persistente, 

anormalidades dos sedimentos urinários, distúrbios de eletrólitos relacionados à lesão 

tubular, alterações histológicas e histórico de transplante renal, associados com a 

queda de taxa de filtração glomerular (TFG) (<CHRONIC KIDNEY DISEASE WORK 

GROUP, KDIGO 2012 CLINICAL PRACTICE GUIDELINE FOR THE EVALUATION 

AND MANAGEMENT OF CHRONIC KIDNEY DISEASE, 2012=, 2013), ou seja, é uma 

lesão progressiva e irreversível da função glomerular e tubular. 

 De 1990 a 2019, a DRC subiu da 19ª para a 11ª posição entre as principais 

causas de morte mundial, gerando números impressionantes de mais de 1,4 milhões 

de mortes em 2019 (FENG et al., 2023). Entre as causas são apontados 

envelhecimento e aumento dos fatores de risco da lesão renal, incluindo diabetes e 

hipertensão, que contribuem com mais da metade das mortes por DRC (KOMENDA 

et al., 2014; LIU et al., 2023). Nos últimos anos, 850 milhões de pessoas sofreram de 

alguma doença renal, avaliadas em todos os estágios (ECKARDT et al., 2023). Isso 

corresponde cerca de 1,5 vezes mais, do que pacientes que vivem com diabetes (537 

milhões) (ROSSING et al., 2022), qualquer tipo de câncer (LIU et al., 2023), ou das 

pessoas que vivem com síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS)/vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (WYATT, 2017).  

 As formas utilizadas para entender, diagnosticar, prevenir ou retardar os 

mecanismos envolvidos na progressão da lesão renal têm assumido grande 

importância e tem contribuído para o surgimento de novas terapias a fim de reduzir as 

consequências clínicas e socioeconômicas da lesão renal como um todo 

(CORTINOVIS; RUGGENENTI; REMUZZI, 2016; PAPAZOVA et al., 2015). Vários 

modelos experimentais de lesão renal progressiva têm sido utilizados para identificar 

possíveis biomarcadores e os mecanismos envolvidos na patogênese da DRC. O 

modelo experimental de nefropatia induzida por Doxorrubicina ou Adriamicina (ADR) 
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é um dos mais relevantes e reproduzíveis para o estudo desses mecanismos. A ADR 

é um antineoplásico utilizado para o tratamento de câncer como leucemia aguda, 

linfoma, mieloma e sarcoma. Seu mecanismo de ação é intercalar bases na fita de 

ácido desoxirribonucleico (DNA) fazendo complexos ADR-DNA e inibindo a enzima 

topoisomerase II, o que reflete na ativação de vias apoptóticas das células 

cancerígenas (MATT; HOFMANN, 2016; RENU et al., 2018) e estresse oxidativo 

mitocondrial (WALLACE; SARDÃO; OLIVEIRA, 2020). Este quimioterápico é 

metabolizado e estocado principalmente no fígado e rins devido às suas atividades de 

depuração (BOENO et al., 2023) e também no coração (GENG et al., 2021). Embora 

a ADR seja um potente antitumoral, seu uso é limitado devido a diversos efeitos 

citotóxicos (BOENO et al., 2023), principalmente por apresentar cardiotoxicidade (HE 

et al., 2020; WALLACE; SARDÃO; OLIVEIRA, 2020), hepatoxicidade (PIPPA et al., 

2020), e nefrotoxicidade (BOENO et al., 2023; FALEIROS et al., 2017; PIPPA et al., 

2020). 

 

1.2 Nefropatia induzida por adriamicina 

 Os mecanismos envolvidos na lesão renal induzida por ADR têm sido 

estudados desde a década de 1970 (BERTANI et al., 1982, 1986; BUCCIARELLI E, 

BINAZZI R, SANTORI P, 1976; STERNBERG, 1970). Esse modelo em roedores é 

semelhante à glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) que ocorre em humanos, 

apresentando características morfológicas de lesão de uma porção (segmentar) dos 

capilares glomerulares em uma minoria (focal) dos glomérulos (DE MIK et al., 2013; 

FOGO, 2015; JEFFERSON; SHANKLAND, 2014). A GESF é caracterizada por lesão 

de podócitos com perda dos processos podais, encurtamento da membrana basal 

glomerular, colabamento das alças capilares e adesão do tufo glomerular com a 

cápsula de Bowman (JEFFERSON; SHANKLAND, 2014). Todas essas alterações 

resultam em disfunção renal, fibrose glomerular, albuminúria progressiva (SIMIC; 

TABATABAEIFAR; SCHAEFER, 2013), acompanhadas de inflamação túbulo-

intersticial, provocada pelo maior aporte de proteínas que chegam aos túbulos para 

serem reabsorvidas (BRYANT et al., 2022).  

 Uma única injeção de ADR em ratos provoca aumento da creatinina sérica, 

queda da TFG, dislipidemia (hipercolesterolemia e aumento de triglicerídeos) (KAUR; 
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KRISHAN, 2020; QIAO et al., 2018; TAN et al., 2020; XU et al., 2016), albuminúria 

progressiva por lesão estrutural das alças capilares glomerulares (FENG et al., 2022; 

SUN et al., 2013), proliferação da matriz mesangial glomerular, espessamento da 

membrana basal, deposição de complexos imunes e infiltrado inflamatório (FENG et 

al., 2022). A lesão glomerular e a proteinúria, somadas ao efeito primário e direto da 

ADR nas células tubulares (LI et al., 2019), resultam em esclerose glomerular e fibrose 

túbulo-intersticial. 

 A proteinúria inicia uma semana após a administração de ADR e aumenta 

progressivamente (MIAO et al., 2018) devido à perda da seletividade do filtro 

glomerular relacionada ao peso molecular e à carga proteica (RUSSO et al., 2018). 

Essas alterações ocorrem com maior gravidade após 4 semanas, devido à lesão 

histopatológica observada nas estruturas da barreira de filtração glomerular (LEE; 

HARRIS, 2011). Anteriormente, a lesão renal causada pela ADR era atribuída somente 

às alterações dos podócitos, células epiteliais dos capilares glomerulares. Os 

podócitos são células terminalmente diferenciadas, que fazem parte da barreira de 

filtração glomerular, juntamente com a membrana basal glomerular e a camada de 

endotélio dos capilares glomerulares (HE et al., 2020). Estes são interligados por 

proteínas do diafragma da fenda que mantêm a integridade estrutural e funcional da 

barreira de filtração glomerular, como a nefrina, podocina, sinaptopodina, entre outras 

(MAEDA et al., 2018; WANG et al., 2016). Alterações associadas à perda das 

proteínas diafragmáticas têm sido demonstradas no modelo de nefropatia induzida por 

ADR em ratos, o que contribui para a perda de função glomerular (WANG et al., 2016).  

 A ADR desencadeia a ativação de mecanismos para geração de espécies 

reativas de oxigênio (EROS), características do estresse oxidativo tecidual (GAO et 

al., 2014; WU et al., 2021), além de alta atividade pró-inflamatória em resposta a 

toxicidade desse quimioterápico (ZHOU et al., 2022). Esses efeitos evidenciam que 

agentes com atividade antioxidantes e anti-inflamatórias podem ter um papel 

importante para retardar a progressão da nefrotoxicidade (WU et al., 2021). Trabalhos 

demonstraram que a inflamação túbulo-intersticial decorrente da proteinúria excessiva 

no modelo de nefropatia induzida por ADR (SUN et al., 2013; ZOJA; ABBATE; 

REMUZZI, 2015) resulta em recrutamento de células imunes que secretam citocinas 

pró-inflamatórias e pró-fibróticas como o fator de crescimento transformador beta 

(TGF-β), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 1 beta (IL-1β) (WU et al., 
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2021). Adicionalmente, a via de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK) 

também participam da lesão tubular induzida por ADR para induzir a proliferação e 

diferenciação celular descontrolada em resposta a estímulos extracelulares e 

intracelulares (LI et al., 2019). Esses fatores corroboram para a formação e deposição 

de matriz extracelular (MEC), contribuindo para a fibrose tecidual.  

 Sun et al. (2013) observaram que as alterações das células endoteliais (CE) 

dos capilares glomerulares precedem as alterações dos podócitos em ratos nocautes 

para óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), enzima responsável pela produção de 

óxido nítrico (NO). Estudos posteriores mostraram que a diminuição na espessura da 

camada superficial endotelial glomerular desencadeia a albuminúria na lesão induzida 

por ADR em camundongos com ativação de vias fibróticas específicas em podócitos, 

evidenciando o crosstalk desses dois tipos celulares para a manutenção da estrutura 

renal (EBEFORS et al., 2019). Em concordância com esses achados, foi demonstrado 

que a alteração da função da CE resultou em lesão dos podócitos e esclerose 

glomerular, aumento da expressão de moléculas de adesão celular, ligação de 

leucócitos ao endotélio, congestão vascular, infiltração de células inflamatórias e 

fibrose túbulo-intersticial (FALEIROS et al., 2017; SUN et al., 2013).  

 

1.3 Participação do endotélio na lesão renal progressiva 

 O endotélio renal tem diferentes estruturas e funções de acordo com o local em 

que está inserido. Temos endotélio dos grandes e médios vasos, que são contínuos e 

conectados por junções intercelulares. Nos glomérulos, o endotélio é fenestrado e 

coberto por uma camada luminal de glicocálix (proteínas que conferem a carga 

negativa a essa membrana), formando os capilares glomerulares. Nos capilares 

peritubulares, o endotélio também possui fenestrações, as quais são cobertas por 

glicosaminoglicanos, que facilitam juntamente com as células epiteliais, a reabsorção 

e secreção de fluidos e moléculas para células localizadas na região cortical e 

medular, principalmente externa, onde formam também os vasos retos (JOURDE-

CHICHE et al., 2019; KIDA, 2020).  

 A manutenção da integridade das CE pode reduzir ou prevenir as lesões 

estruturais causadas em decorrência da injúria renal. A disfunção da microvasculatura 

glomerular e peritubular, podem refletir em alterações da TFG e fornecimento de 
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oxigênio para o túbulo e interstício renal. Sun et al. (2013) e Tan et al. (2020) 

observaram que a deficiência da expressão da eNOS causa esclerose glomerular e 

fibrose túbulo-intersticial, resultando em redução da perfusão vascular por perda de 

capilares glomerulares e peritubulares, classificando o endotélio como biomarcador 

para a gravidade da lesão renal (SUN et al., 2013; TAN et al., 2020).   

 Em rins saudáveis, a homeostase vascular renal se faz pelo equilíbrio entre 

fatores pró e antiangiogênicos. As angiopoietinas 1 e 2 (Ang-1 e Ang-2), uma família 

de fatores de crescimento vascular, desempenham papel significativo na manutenção 

da vasculatura renal. A ligação da Ang-1, produzida por constituintes do tecido 

muscular liso (pericitos) e podócitos, ao domínio extracelular de seu receptor tirosina 

quinase com domínios semelhantes à imunoglobulina e ao fator de crescimento 

epidermal-2 (Tie-2, específico da célula endotelial, também conhecido como TEK) 

resulta em dimerização do receptor, permitindo sua autofosforilação e assim ativando 

sua propriedade quinase, desencadeando atividades anti-inflamatórias [inibição de 

fator nuclear-kappa B (NF-κB)] e pró‐angiogênicas [fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/ 

Proteína quinase B (Akt)/eNOS)] (GNUDI et al., 2015). A ausência de Ang-1 resulta 

em rarefação de capilares peritubulares (LOGANATHAN et al., 2018). A Ang-2 tem 

efeitos opostos, atuando de forma antagônica a Ang-1, inibindo a sinalização de Tie-

2, o que desestabiliza as junções celulares, e a fosforilação de Tie-2 para a formação 

de novos vasos (GNUDI, 2016). Clinicamente, o aumento da Ang-2 plasmático está 

associado a maior excreção de albumina, menor TFG e aumento de citocinas pró-

inflamatórias em pacientes com lesão renal progressiva em estágios avançados. Além 

disso, na DRC a lesão da microvasculatura glomerular e peritubular contribui para a 

maior secreção de Ang-2, maior albuminúria e dano endotelial, formando um ciclo de 

lesão para o tecido renal (CHANG et al., 2013). 

 As angiopoietinas juntamente com o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) estão relacionados com o crescimento renovascular, possuindo funções na 

diferenciação e sobrevivência endotelial (GNUDI et al., 2015). O VEGF é secretado 

principalmente por podócitos e células tubulares, possuindo ações autócrina e 

parácrinas para as células adjacentes, contribuindo para a manutenção da estrutura 

da fenda diafragmática da barreira de filtração glomerular e crosstalk com as células 

epiteliais (HARVEY; ENGEL; CHADE, 2016). A ligação entre o VEGF com seu 
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receptor de membrana da célula endotelial dos capilares glomerulares, denominado 

de receptor 2 para VEGF (VEGFR2), leva a dimerização e fosforilação da tirosina 

ativando vias de sinalização relacionadas a efeitos de reparo endotelial, ativação de 

eNOS e a disponibilidade de NO, proliferação, migração e diferenciação de CE, 

angiogênese e permeabilidade vascular (ABHINAND et al., 2016; EBEFORS et al., 

2019; SIMONS; GORDON; CLAESSON-WELSH, 2016; ZHANG et al., 2020) (Figura 

2). Dessa forma, a secreção de VEGF por podócitos e a expressão de VEGFR2 por 

CE é um mecanismo celular importante a ser estudado, visando a manutenção da 

função glomerular, dos capilares glomerulares e peritubulares.  

 
Figura 1 - Equilíbrio entre fatores pró- e antiangiogênicos. A Ang-1 é liberada pelos pericitos ancorados 
na célula endotelial do capilar peritubular. Esta se liga ao receptor Tie-2 da célula endotelial 
desencadeando ativação de manutenção e sobrevivência celular. A Ang-2, quando liberada pelos 
corpúsculos de Weibel-Palade, antagoniza a ligação da Ang-1, desestabilizando as junções celulares. 
O VEGF-VEGFR2 agem para a ativação de eNOS e produção de NO tecidual. Ang-1, angiopoietina-1. 
Ang-2, angiopoietina-2. Tie-2, receptor endotélio específico. VEGF, fator de crescimento endotelial 
vascular. VEGFR2, receptor tipo 2 para fator de crescimento endotelial vascular. eNOS, óxido nítrico 
sintase endotelial. NO, óxido nítrico. Fonte: própria autoria. Baseado em AUGUSTIN et al., 2009; VAN 
MEURS et al., 2009. 
 

 No modelo de cardiotoxicidade induzida por ADR, a regulação negativa da 

fosforilação da eNOS contribuiu para a disfunção endotelial vascular (HE et al., 2020). 

A eNOS tem efeitos sob a fosforilação de VEGF e vice-versa. Uma vez com níveis 
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alterados, a eNOS ou VEGF perdem suas ações de proteção à podócitos, vasos e 

inibição de mecanismos fibróticos (FU et al., 2015). O VEGF se comporta de maneira 

diferente de acordo com o insulto. No modelo experimental de nefropatia diabética, há 

o aumento dos níveis de VEGF no início da lesão renal em resposta a hiperglicemia, 

causando angiogênese anormal, hipertrofia glomerular, espessamento da membrana 

basal e expansão mesangial (LIU et al., 2018b; ZHANG et al., 2020). Contudo, em 

modelos de lesão renal progressiva não-diabéticas, o VEGF exerce função protetora, 

melhorando a função renal e diminuindo a fibrose tecidual. No modelo de nefropatia 

induzido por ADR, o VEGF apresenta-se reduzido, o que reflete em rarefação capilar 

glomerular e cortical, e injúria renal em ratos (FALEIROS et al., 2017). Dessa forma, 

a inibição ou diminuição de VEGF é prejudicial aos podócitos, CE glomerulares e 

peritubulares, podendo ser um mecanismo importante para a progressão da 

glomeruloesclerose e fibrose túbulo-intersticial (BADRI et al., 2021).  

 
1.4 Processo fibrótico e inflamatório durante a lesão renal progressiva 

 A progressão da lesão renal para estágios terminais está relacionada ao 

aparecimento e evolução da fibrose túbulo-intersticial, caracterizada pelo acúmulo de 

fibroblastos e sua ativação em miofibroblastos, provocando um aumento na deposição 

de MEC (MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016). Os fibroblastos podem se 

originar de fibroblastos residentes, recrutamento via diferenciação da medula óssea, 

transição epitélio-mesenquimal (TEM) e pericitos (LEBLEU et al., 2013; SUN et al., 

2016). Além disso, as CE podem passar por processo de transição endotélio-

mesenquimal (EndoMT), que pode contribuir para cerca de 10% da origem desses 

fibroblastos em resposta a mediadores pró-fibróticos (LEBLEU et al., 2013), ou seja, 

essas células diferenciadas perdem seus marcadores e adquirem fenótipo 

mesenquimal. 

 O TGF-β é considerado a principal citocina na patogênese da fibrose e 

inflamação na lesão renal (MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016). Essa citocina 

é constituída por três isoformas: TGF-β1, 2 e 3, sendo a isoforma 1 reconhecida por 

ter atividade pró-fibrótica em doenças renais (SURESHBABU; MUHSIN; CHOI, 2016). 

O TGF-β1 inicia sua sinalização a partir da interação com o receptor de TGF-β tipo II 

(TβRII) que recruta e ativa o receptor TGF-β tipo I (TβRI) e fosforila as <small mothers 

against decapentaplegic= (Smad2 e Smad3), proteínas que determinam a atividade 
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canônica dessa via. A fosforilação de Smad2/3 forma um complexo oligomérico com 

Smad4, o qual se transloca para o núcleo (Figura 2).  

 

Figura 2 - Sinalização canônica de TGF-β/Smad. O TGF-β1 interage com seu receptor TβRII e ativa o 
TβRI, assim como as Smads (Smad2 e Smad3) que recruta a Smad4. Isso resulta na formação de um 
complexo com o Smad2/3/4, que se transloca para o núcleo e se liga aos genes alvo para induzir fibrose 
e inflamação no tecido renal na lesão renal progressiva. TGF-β, fator de crescimento transformador 
β. TβRI, receptor TGF-β tipo I. TβRII, receptor TGF-β tipo II. Figura modificada de GU et al., 2020. 
 

 A ligação do complexo Smad2/3/4 ao DNA induz a transcrição de fatores 

relacionados a TEM como, o zinc finger E-box-binding homeobox (ZEB 1/2), que ao 

se ligar à região promotora de genes epiteliais, age como co-repressor, regulando 

negativamente o fenótipo epitelial [E-caderina, citoqueratina, zonula occludens (ZO-

1), laminina-1, ocludina e claudina] e ganho de marcadores mesenquimais (N-

caderina, vimentina e fibronectina) (HUA et al., 2020). Estudos demonstraram que o 

aumento de ZEB2 está associado com a maior permeabilidade de podócitos a 

albumina em condições de hipóxia crônica em ratos (NAKULURI et al., 2019), 

enquanto que o silenciamento de ZEB2-específico em células epiteliais tubulares de 

ratos tratadas com TGF-β1, resulta em menor deposição de MEC e ativação de 

miofibroblastos (INOTANI et al., 2022), características do processo de transição 

epitelial/endotelial-mesenquimal. A intensa ativação de TGF-β1/Smad2/3 gera ainda a 



30 
 

redução de Smad7, um regulador negativo da via canônica, que reduz a inflamação 

por induzir aumento do inibidor de fator nuclear-kappa B alfa (IκBα), inibindo assim a 

via de sinalização pró-inflamatória do NF-κB (MENG et al., 2015; MENG; NIKOLIC-

PATERSON; LAN, 2016). Vias independentes de Smad também podem ser ativadas 

para mediar a fibrose renal, como a via MAPK mediadas por quinase regulada por 

sinal extracelular (ERK1/2), p38 MAPK e c-Jun N-terminal quinase (JNK), 

caracterizando vias não-canônicas ativadas por TGF-β1 (SURESHBABU; MUHSIN; 

CHOI, 2016). Angiotensina II (Ang II), produtos finais de glicação avançada, EROS e 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β) também são moléculas que podem interagir 

com a sinalização TGF-β1/Smad para regular a fibrose e inflamação renal (GU et al., 

2020). 

 A perda da diferenciação celular está diretamente ligada com a interação de 

citocinas, fatores inflamatórios, fatores de transcrição e vias celulares (HUA et al., 

2020). Sendo assim, a inflamação do tecido renal contribui para a progressão do 

processo fibrótico e lesão renal, independentemente de sua etiologia (MENG; 

NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2014). Podócitos e células epiteliais danificadas levam a 

glomeruloesclerose e dano tubular, por desencadearem uma série de mecanismos 

que ativam os miofibroblastos no sítio da lesão para a geração de MEC (LIU et al., 

2018a). A alta demanda de proteínas para o túbulo resulta em processo inflamatório 

com ativação de diversas vias, formando um ciclo vicioso de lesão (WONG et al., 

2018). A resposta inflamatória à lesão de células epiteliais e endoteliais envolve a 

liberação de citocinas e quimiocinas pró-fibróticas e pró-inflamatórias, que permitem o 

infiltrado de células inflamatórias no glomérulo e interstício renal, composto 

majoritariamente de macrófagos e monócitos (JOURDE-CHICHE et al., 2019). 

Moléculas como EROS, TNF-α e IL-1β são produzidas por macrófagos denominados 

de M1, o que mantem o perfil pró-inflamatório da lesão. Durante a fase de reparo, o 

fenótipo é convertido em M2, conferindo a secreção de citocinas anti-inflamatórias 

como a interleucina-10 (IL-10), contribuindo para a resolução da lesão tecidual (TANG; 

NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2019; YUAN; TANG; ZHANG, 2022). 

 A ativação do sistema renina angiotensina (SRA) pode também participar da 

sinalização que regula a inflamação na lesão renal progressiva por aumentar tanto a 

ativação de TGF-β1/Smad2/3 quanto a de NF-κB, que regula positivamente a 

expressão e atividade do receptor tipo 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) e ativação de 
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via pró-fibrótica Wnt/β-Catenina, para que sinergicamente mantenham o ambiente 

inflamatório e fibrótico (GU et al., 2020; LIU et al., 2018a; MENG; NIKOLIC-

PATERSON; LAN, 2016; WONG et al., 2018; YUAN; TANG; ZHANG, 2022). Juntos, 

esses mecanismos levam às alterações observadas na função e estrutura renal na 

lesão renal progressiva. Dessa forma, terapias que tenham como alvo a redução da 

fibrose e da inflamação renal podem ser úteis para retardar a progressão da lesão 

renal.  

 

1.5 Vitamina D ativa e seus mecanismos 

Algumas evidências mostram um efeito terapêutico da vitamina D (vit. D) na 

lesão renal progressiva (GEMBILLO et al., 2021; MARTÍNEZ-ARIAS et al., 2021; 

SALANOVA VILLANUEVA et al., 2020). A vit. D é um hormônio formado por 4 anéis 

de colesterol e é a única <vitamina= que pode ser produzida endogenamente no corpo 

(LIU et al., 2016). A síntese se inicia a partir da exposição à luz ultravioleta 

provenientes do sol (entre 290 a 313 nm) ou através da alimentação. As duas formas 

da vit. D, o ergocalciferol (D2) e o colecalciferol (D3) são metabolizados de forma 

semelhante a partir de seus precursores: o ergosterol (plantas) e o 7-dehidrocolesterol, 

que é sintetizado no fígado (animais) (BAYNES; DOMINICZAK, 2015). Ambos são 

transportados no plasma pela proteína carreadora de vit. D (VDBP), uma globulina 

glicosilada que transporta esses metabólitos na circulação, para que no fígado sejam 

hidroxilados pela enzima 25-hidroxilase, dando origem a 25-hidroxivitamina D [25 

(OHD); calcidiol]. De volta à corrente sanguínea, o complexo calcidiol-VDPB é 

endocitado por proteínas presentes na borda em escova da membrana apical das 

células tubulares proximais, denominadas de megalina e cubilina. Dentro da célula, a 

enzima mitocondrial 1α-hidroxilase converte a 25 OHD em 1,25-dihidroxivitamina D3 

[1,25 (OH2D3); calcitriol], a forma ativa da vit. D. Os níveis de vit. D são finamente 

regulados via enzima CYP24A1 ou 24-hidroxilase, que cataboliza tanto a 25 OHD 

quanto a 1,25 (OH2D3), em 24R,25(OH) 2 D e 1,24,25(OH) 3 D, respectivamente. Os 

produtos finais dessa hidroxilação geram o ácido calcitróico inativo ou 26,23-lactona 

excretado na bile e na urina. Sendo assim, a CYP24A1 desempenha papel importante 

na modulação da atividade da vit. D local (BAYNES; DOMINICZAK, 2015; BOUILLON; 

BIKLE, 2019; HAUSSLER et al., 2013; JEON; SHIN, 2018).  
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O calcitriol interage com seu receptor de vitamina D (VDR), expresso em quase 

todos os tecidos, com funções de metabolismo ósseo e extra-esqueléticas 

(BOUILLON; BIKLE, 2019). Este receptor apresenta localizações celulares diversas, 

podendo ser encontrado no núcleo, citosol e na membrana celular (ZHANG et al., 

2023). Quando o calcitriol interage com o VDR citosólico, este complexo é fosforilado 

e se transloca para o núcleo para formar um heterodímero com o receptor retinóide X 

(RXR), capaz de interagir com elementos responsivos à vit. D (VDRE) que 

desencadearão a transcrição de genes alvo. Os receptores nucleares também formam 

heterodímero VDR-RXR-VDRE. A ativação de VDR também envolve efeitos não-

genômicos, que são mais rápidos por estarem associados a membrana celular e não 

requerem ativação genômica. Estes são relacionados com as vias de fatores de 

crescimento e produção de segundos mensageiros (BAYNES; DOMINICZAK, 2015; 

HAUSSLER et al., 2013; JEON; SHIN, 2018; LV et al., 2018) (Figura 3). Cerca de mais 

de 11.000 genes foram identificados como alvos da ativação do VDR, para o controle 

de mecanismos relacionados ao metabolismo (47%), diferenciação e desenvolvimento 

(10%), morfologia celular (19%), adesão e junção celular (10%), angiogênese (9%) e 

transição epitélio-mesenquimal (5%) (DING et al., 2013). 

 

 

Figura 3 - Metabolismo da vitamina D. As vitaminas D2 e D3 se ligam à proteína carreadora VDBP. Esse 
complexo é entregue ao fígado, onde é metabolizado pela 25-hidroxilase (CYP2R1 e CYP27A1) em 25 
OHD ou calcidiol. De novo na corrente sanguínea, a 25 OHD é metabolizada mais uma vez pela 1α-
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hidroxilase (CYP27B1) no túbulo proximal do rim em 1,25-dihidroxivitamina D ou calcitriol, a forma ativa 
de vit. D. O calcidiol e calcitriol são regulados pela 24-hidroxilase (CYP24A1), que produz ácido 
calcitróico excretado pela bile. Uma vez ativa, a vit. D interage com seu receptor VDR nuclear/citosólico 
para exercer efeitos genômicos, se ligando ao RXR, e aos VDREs que desencadearão a transcrição de 
genes alvo. Ações não-genômicas ocorrem pela interação de calcitriol com VDR localizados na 
membrana celular, e estão relacionadas com vias de fatores de crescimento, sinalização de cálcio e 
ativação de MAPK. D2, ergosterol. D3, colecalciferol. MAPK, proteínas quinases ativados por mitógeno. 
RXR, receptor retinóide X. VDBP, proteína carreadora de vit. D. VDR, receptor de vit. D. VDREs, 
elementos responsivos a vit. D. Figura modificada de JEON; SHIN, 2018.  
 

 A 25 OHD é utilizada como principal biomarcador dos níveis de vit. D no sangue, 

apresentando tempo de meia-vida de 2 a 3 semanas, refletindo a influência da dieta e 

da exposição ultravioleta, enquanto que a forma ativa (1,25 OH2D3), possui tempo de 

meia vida curto, de apenas 4 a 6 horas (GEMBILLO et al., 2021; HOLICK, 2009). 

Pacientes com lesão renal progressiva apresentam deficiência de vit. D em quase 

todos os estágios, o que influencia para o aparecimento de hiperparatireoidismo 

secundário (HPTS), hipocalcemia, hiperfosfatemia, aumento na secreção de fator de 

crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) e acidose metabólica, complicações 

importantes da lesão renal progressiva (LIU et al., 2016). Portanto, o tratamento 

farmacológico deve ser focado em compostos que ativam o VDR com menores efeitos 

colaterais para o metabolismo ósseo-mineral. A ativação do VDR tem efeitos 

conhecidos por serem clássicos: para regulação de paratormônio (PTH) e 

metabolismo ósseo (HAUSSLER et al., 2013); e não clássicos como efeitos no sistema 

cardiovascular, renal, inibição do SRA, ações imunomoduladoras e anti-fibróticas 

(FERREIRA DE ALMEIDA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2023).  

 Ativadores do VDR (VDRA) têm sido utilizados para avaliar a participação dos 

efeitos da vit. D em vários modelos experimentais e clínicos de doenças renais (LV et 

al., 2018; MARTÍNEZ-ARIAS et al., 2021). Análogos sintéticos dos VDRA são 

utilizados para diminuírem os impactos do HPTS, com menor secreção de PTH, 

absorção intestinal de cálcio e fosfato, evitando a calcificação vascular por deposição 

desses íons (BOVER et al., 2015). O paricalcitol [19-nor-1,25 (OH2D2)], um dos 

análogos sintéticos do calcitriol, tem demonstrado efeitos positivos para o tratamento 

da disfunção cardíaca observada em ratos nefrectomizados, principalmente como 

agente anti-fibrótico (PANIZO et al., 2013, 2017). Seus efeitos ainda previnem a 

secreção do PTH e o HPTS na DRC (DEMIR; DEMIR; AYGUN, 2021; DYER, 2013) e, 

reduz a progressão da proteinúria quando associado ao bloqueador do SRA em 

pacientes com DRC não portadores de HPTS (MARTIN-ROMERO et al., 2022). 
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Corroborando com esses achados, Egido et al. (2016) e Salanova Villanueva et al. 

(2020) demonstraram efeitos anticalcificantes e imunomodulatórios do paricalcitol pela 

inibição da secreção de citocinas pró-inflamatórias (EGIDO et al., 2016; SALANOVA 

VILLANUEVA et al., 2020), e pró-fibróticas como o TGF-β, o que consequentemente, 

diminuiu a perda de células e a TEM pela ativação direta de VDR (MARTÍNEZ-ARIAS 

et al., 2021). 

 A ativação do VDR atenua também a EndoMT pela regulação da sinalização 

da Ang II através do receptor de AngII tipo I (AT1) (WYLIE-SEARS; LEVINE; 

BISCHOFF, 2014), melhorando o relaxamento aórtico em modelo de lesão renal 

progressiva induzida por nefrectomia 5/6 em ratos (WU-WONG; LI; CHEN, 2015). 

Martínez-Miguel et al. (2014) observaram que CE tratadas com vit. D aumentam 

significativamente a produção de NO pela bioatividade da eNOS (MARTÍNEZ-MIGUEL 

et al., 2014). Adicionalmente, estudos demonstraram que a suplementação de vit. D 

está associada um aumento da expressão de eNOS e VEGF na obstrução ureteral 

unilateral (UUO) (ARFIAN et al., 2018), melhora do quadro inflamatório e redução do 

estresse oxidativo na lesão renal aguda induzida por cisplatina (OLIVEIRA et al., 

2022), além de apresentar efeitos protetores na estrutura medular externa e interna 

na doença renal progressiva gerada pela inibição do receptor AT1 durante o 

desenvolvimento renal (DELUQUE et al., 2020). Atestando os efeitos benéficos da vit. 

D demonstrados acima, estudos anteriores do nosso laboratório mostraram que a 

deficiência desse hormônio durante o desenvolvimento renal gerou rarefação dos 

capilares glomerulares e peritubulares devido ao desequilíbrio de fatores pró e 

antiangiogênicos (FERREIRA DE ALMEIDA et al., 2019) e durante a vida adulta 

acarreta em piora da função e estrutura renal quando somado ao diabetes (SOUZA et 

al., 2023).  

 Assim, a regulação negativa de mecanismos associados a fibrose e inflamação 

renal são alvos para o desenvolvimento de terapias para lesão renal progressiva. 

Tomados em conjunto, esses dados demonstraram que a vit. D é imprescindível para 

a manutenção e funcionamento correto das CE e epiteliais em diversos modelos de 

doença renal. Na lesão renal progressiva ocorre a lesão das células renais, o que gera 

prejuízo na ativação de vit. D, e mesmo assim, a forma inativa ainda é a mais 

comumente utilizada nesses pacientes (LIU et al., 2016). Contudo, os efeitos diretos 

da ativação do VDR previamente e permanente, antes da lesão renal estar 
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estabelecida ainda não estão completamente elucidados e precisam ser melhor 

explorados. Esses estudos podem contribuir para o entendimento de mecanismos 

relacionados à prevenção da progressão da lesão renal. O modelo da lesão renal 

induzida pela ADR é bastante utilizado para o estudo da lesão renal progressiva ou 

DRC. A lesão das CE dos capilares glomerulares é a primeira etapa de uma série de 

eventos que irão resultar em alterações da função e da estrutura renal, inflamação e 

fibrose nesse modelo. Entretanto, ainda não está totalmente claro como a ativação 

direta do VDR pode prevenir tais alterações e quais os mecanismos estariam 

envolvidos nesse efeito protetor, visando principalmente a toxicidade endotelial, já que 

é um evento inicial na lesão renal induzida por ADR. Sabe-se que o paricalcitol tem 

propriedades de manutenção das CE, porém o efeito do tratamento iniciado antes do 

estabelecimento da lesão ainda não está claro.  
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2 HIPÓTESE 

 O nosso estudo objetiva testar a hipótese de que o tratamento prévio com 

paricalcitol pode atenuar ou prevenir as alterações renais induzidas pela ADR, visando 

retornar o equilíbrio de fatores pró- e antiangiogênicos, assim como, ressaltar sua 

atividade anti-inflamatória e anti-fibróticas nos processos de desdiferenciação 

endotelial e epitelial.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral  

 Estudar o efeito do tratamento com paricalcitol iniciado antes da administração 

de ADR nas alterações de função e estrutura renal e avaliar a participação das CE dos 

capilares glomerulares e peritubulares e células epiteliais nesse modelo. 

3.2 Objetivos Específicos  

Avaliar o efeito do tratamento com paricalcitol na progressão da lesão renal 

induzida por ADR em ratos sobre: 

• Parâmetros fisiológicos de peso corporal, peso relativo renal, dos níveis de 25 

hidroxivitamina D, paratormônio, cálcio, fósforo e potássio plasmáticos. 

• Função renal: volume urinário de 24h, TFG, creatinina plasmática, fração de 

excreção de sódio e albuminúria. 

• Estrutura renal: marcação para Tricrômio de Masson e volume glomerular. 

• Estrutura e função das CE dos glomérulos, córtex e medula externa renais por 

imunoistoquímica para JG12 e metabolismo de NO (expressão de p-eNOS, 

eNOS e Arginase II). 

• Expressão dos fatores angiogênicos (Ang-1, Ang-2, Tie-2, VEGF e VEGFR2). 

• Expressão de marcador específico de podócito: podocina. 

• Expressão de fenótipo mesenquimal nos glomérulos, córtex e medula externa 

renais por imunoistoquímica para desmina, α-SMA e vimentina e expressão de 

componentes de MEC: colágeno I e fibronectina. 

• Expressão de proteínas relacionadas a proliferação celular: ZO-1 e PCNA. 

• Via canônica de TGF-β1/Smad2/3 e fator de transcrição ZEB2; e via não 

canônica: expressão de AT1 e ativação de MAPK (p38, JNK e ERK1/2). 

• Infiltração de células inflamatórias: expressão de CD68; secreção de citocinas: 

TNF-α, IL-1β; diferenciação de macrófagos: expressão de Arginase I. 

• Vias relacionadas à inflamação: NF-κB, IκBα, IκBβ, SDF-1α, CXCR4, β-

Catenina. 

• Expressão de VDR e conteúdo renal de vit. D: CYP24A1. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais e delineamento experimental  

 O protocolo experimental utilizado está de acordo com os princípios éticos de 

experimentação animal, adotado pelo 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. 194/2017 (Anexo A e B). Ratos Sprague-Dawley 

machos, pesando entre 180–200g, provenientes do Biotério Central da FMRP-USP, 

foram selecionados aleatoriamente para este estudo. Os animais foram alojados em 

um ambiente com temperatura controlada (22°C) e expostos ao ciclo de 12h 

claro/escuro, no Biotério do Laboratório de Fisiologia Renal. Os animais receberam 

dieta e água ad libitum, e foram mantidos em número máximo de quatro por caixa.   

 Após o período de adaptação de uma semana, o paricalcitol (6 ng/dia, 

Zemplar®, Abbvie Laboratories, IL, EUA) ou veículo [solução de cloreto de sódio 

(NaCl) a 0,9%] foram administrados por meio de uma minibomba osmótica (Modelo 

2004, Alzet, CA, EUA) implantada cirurgicamente no dorso do animal sob anestesia 

inalatória com Isoflurano (Cristália, SP, Brasil). Essa metodologia permite que o 

paricalcitol seja liberado de hora em hora, mantendo sempre a dose terapêutica 

desejada. A dose foi selecionada baseada na padronização realizada anteriormente 

em artigo do nosso laboratório utilizando vit. D (DELUQUE et al., 2020). O tratamento 

com paricalcitol foi iniciado dois dias antes da administração de adriamicina e 

continuou durante os 27 dias de observação. Esse tempo de protocolo foi permitido 

pela abordagem do modelo de minibomba osmótica, como indicado pelo fabricante. 

Quarenta e oito horas após o implante, os animais receberam uma injeção intravenosa 

(i.v.) de ADR (cloridrato de Doxorrubicina/Fauldoxo®, Libbs, SP, Brasil = 3,5 mg/kg) 

ou veículo (solução de NaCl a 0,9%) através da veia caudal (FALEIROS et al., 2017) 

(Figura 4).  

 Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:  

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

minibomba osmótica e i.v., n=6; 

• paricalcitol: ratos que receberam paricalcitol (6 ng/dia) pela minibomba 

osmótica e injeção i.v. de veículo (solução de NaCl a 0,9%), n=6; 
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• ADR: ratos que receberam o veículo (solução de NaCl a 0,9%) pela minibomba 

osmótica e administração i.v. da adriamicina (3,5 mg/kg), n=7; 

• ADR + paricalcitol: ratos que receberam paricalcitol (6 ng/dia) pela minibomba 

osmótica e administração i.v. da adriamicina (3,5 mg/kg), n=7. 

Figura 4 - Representação esquemática do delineamento experimental. Ratos Sprague-Dawley machos 
foram submetidos à cirurgia de implante de minibomba osmótica contendo paricalcitol dois dias antes 
(Dia -2) da injeção de ADR (Dia 0) e continuada por mais 25 dias.  

 

4.2 Coleta de amostras e avaliação da função renal 

 Os ratos foram alojados em gaiolas metabólicas para coleta de amostras de 

urina de 24h nos 7º, 15º e 25º dias após a injeção i.v. de adriamicina. As amostras 

foram armazenadas a -20 °C até o seu uso para determinar a excreção urinária de 

albumina (EUA) usando método de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) com 

anticorpo anti-albumina de rato (Bethyl Laboratories, Lab Research, TX, EUA) e 

creatinina urinária (Ucreat.) usando um kit comercial (Labtest Diagnostica, MG, Brasil). 

Além disso, a urina de 24h coletada no 25º dia após a injeção de ADR foi usada para 

mensurar o volume urinário, sódio urinário (analisador de eletrólitos 9180, Roche, 

Wien, Áustria) e níveis de NO. No 26º dia, os ratos foram pesados e em seguida 

anestesiados com cetamina/xilazina (0,1 ml/100 g, Cristália, SP, Brasil) e 

eutanasiados.  

 As amostras de sangue (plasma e soro) foram coletadas diretamente da artéria 

abdominal e armazenadas a -70 °C. O plasma foi usado para analisar a creatinina 

plasmática (Pcreat., Labtest Diagnostica, MG, Brasil), sódio (analisador de eletrólitos 

9180, Roche, Wien, Áustria) (tendo a fração desse íon calculada), NO, cálcio (PCa), 

fósforo (PP) e potássio (PK; analisador de eletrólitos 9180, Roche, Wien, Áustria). O 

soro foi utilizado para dosagem dos níveis de 25 OHD e PTH. A taxa de filtração 

glomerular (TFG) foi determinada pelo clearance de creatinina. 
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As amostras de urina também foram coletadas diretamente da bexiga urinária 

no momento da eutanásia, tratadas com fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM (PMSF; 

Sigma Chemical Company, MS, EUA) e armazenadas a -70 °C para a análise dos 

níveis de TGF-β1 por ELISA. Os rins foram removidos de cada animal. Parte do rim 

esquerdo foi fixado com solução de methacarn (60% de metanol, 30% de clorofórmio 

e 10% de ácido acético) que após 24h foi substituído por álcool 70%, e usada para 

análises histológicas e imunoistoquímicas. O restante do tecido foi armazenado a -70 

°C para análises de ELISA e Western blot. 

4.3 Quantificações séricas de 25 hidroxivitamina D (25 OHD), de paratormônio 

(PTH), e plasmáticas de cálcio (PCa) e fósforo (PP)  

 A 25 OHD sérica foi determinada utilizando teste competitivo direto baseado no 

princípio de quimiluminescência (CLIA) (DiaSorin, Liaison®, Saluggia, Itália). Essa 

análise foi realizada no Laboratório de Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, que participa da certificação de qualidade 

nacional e internacional. Os níveis séricos de PTH foram determinados usando o 

método de ELISA com o anticorpo anti-PTH intacto de rato (Quidel Corporation, CA, 

EUA) e os níveis plasmáticos de cálcio e fósforo foram mensurados usando kits 

comerciais por método colorimétrico utilizando espectrofotômetro em 570 nm e 650 

nm, respectivamente (Labtest Diagnostica, MG, Brasil). 

4.4 Óxido nítrico (NO) na urina, plasma e tecido renal 

 Amostras de urina coletadas no 25º dia de experimento, de plasma e tecido 

renal foram misturadas/homogeneizadas com ácido acético 0,1 N (3/1), centrifugadas 

a 10000× g por 5 min e aliquotadas. Apenas os tecidos renais foram desproteinizados 

com etanol 95% (1/2) e centrifugados (4000× g por 5 min) novamente. Os 

sobrenadantes de urina, plasma e tecido renal foram submetidos a uma análise do 

teor de NO usando a técnica NO/ozônio descrita anteriormente com um analisador 

Sievers (Sievers 280 NOA, CO, EUA) (DELUQUE et al., 2020). O método de Bradford 

foi usado para determinar os níveis de proteína total no tecido renal (DELUQUE et al., 

2020). Os valores médios de NO foram expressos em µM/µg de proteína no tecido 

renal e µg/mg de creatinina plasmática ou urinária. 



44 
 

4.5 Fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1), fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-1 beta (IL-1β) 

Amostras de urina da bexiga foram usadas para quantificar o TGF-β1 por ELISA 

(Promega Corporation, Madison, WI, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mg 

de creatinina.  

 O método de ELISA foi ainda utilizado para a análise das concentrações de 

TGF-β1 (Promega Corporation, WI, EUA), TNF-α e IL-1β (R&D Systems Inc., MN, 

EUA) em homogenato de tecido renal. Para isso, amostras de tecido renal foram 

homogeneizadas em tampão de lise (50 mM Tris ácido clorídrico (HCl), pH 7,4; 150 

mM NaCl; 1% Triton X-100; coquetel de inibidores de protease (100X) e ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,001 M, pH 8 (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, 

EUA) e centrifugados a 4°C a 10.000 rpm por 20 minutos. O método de Bradford foi 

usado para determinar os níveis de proteína no tecido renal (DELUQUE et al., 2020). 

Os resultados foram corrigidos e expressos em pg/mg de proteína tecidual. 

4.6 Análise histológica  

 Os tecidos renais foram incluídos em parafina, cortados em fragmentos de 4 

μm de espessura, corados com Tricrômio de Masson (TM), corante de fibras 

colágenas, e visualizados usando microscópio de luz (AxioVision Rel. 4.3; Zeiss, BW, 

Alemanha). Foram obtidas fotos de 30 campos consecutivos de 0,1 mm2 do córtex e 

20 campos consecutivos de 0,1 mm2 do compartimento medular externo. As imagens 

foram fotografadas e quantificadas em alta ampliação (400×). A expressão de TM 

túbulo-intersticial cortical e medular (área azul, fibras de colágeno) foi quantificada 

usando o software NIH Image J 1.52A (Bethesda, MD, EUA). O mesmo programa foi 

usado também para a quantificação da área glomerular, pela delimitação do tufo 

glomerular. Os valores médios por rim foram calculados e os resultados expressos 

como porcentagem de área positiva para TM no córtex e na medula externa. 

4.7 Análise imunoistoquímica 

 Os cortes renais foram desparafinizados e hidratados para análise 

imunoistoquímica. A ligação do antígeno inespecífico foi bloqueada por incubação por 

20 min com soro de cabra e bloqueio de peroxidase endógena. Para maior exposição 
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dos epítopos, as lâminas passaram por micro-ondas submersas em tampão citrato pH 

6,0 ou EDTA pH 8,5. As seções foram então incubadas com os anticorpos primários 

descritos na Tabela 1. Após o tempo de incubação, as lâminas foram lavadas com 

tampão (PBS, NaCl 0,15 M e tampão PO4, pH 7,4) e incubadas com os respectivos 

anticorpos secundários por 30 min. Os complexos avidina-biotina-peroxidase (Vector 

Laboratories, CA, EUA) e 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Company, 

MO, EUA) foram usados para a detecção dos antígenos. Os cortes foram 

contracorados com metilgreen, desidratados e montados.  

Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados na análise imunoistoquímica. 

Anticorpo Origem Referência   Tipo 
           Diluição 
tempo de incubação 

Marcação 

   JG12 eBioScience BMS1104 Rato 1/500 
60 minutos CE 

Desmina Dako Corporation    M0760 Rato 1/50 
Overnight à 4º 

Lesão de 
podócitos  

  α-SMA Dako Corporation    M0851 Rato 1/50 
Overnight à 4º 

Células 
mesenquimais 

Vimentina Dako Corporation    M0725 Rato 1/50 
Overnight à 4º 

Células 
mesenquimais 

   Col I Chemicon    AB755 Coelho 1/1200 
Overnight à 4º 

Deposição de 
MEC 

  CD68 
Bio-Rad Laboratories 
               Inc. MCA341R Rato 1/100 

Overnight à 4º Macrófagos 

CD68, grupo de diferenciação 68. CE, células endoteliais. Col I, colágeno tipo 1. JG12. Aminopeptidase 
P. α-SMA, alfa-actina de músculo liso.  

 

As imagens foram obtidas e quantificadas em alta ampliação (400×). Trinta 

campos consecutivos de 0,1 mm2 do córtex e 20 campos consecutivos de 0,1 mm2 do 

compartimento medular externo foram avaliados para o JG12, α-SMA, vimentina, Col 

I, CD68. Trinta glomérulos corticais e 20 justamedulares foram avaliados para JG12, 

desmina, α-SMA, Col I e CD68. As alterações glomerulares, túbulo-intersticiais 

corticais e medulares foram quantificadas usando o software NIH Image J (Bethesda, 

MD, EUA) e os valores médios por rim foram calculados. Os resultados foram 

expressos como porcentagem de marcação positiva no glomérulo, córtex e medula 

externa para os marcadores mencionados acima. 

4.8 Análise por western blot  

Os tecidos renais foram homogeneizados em um tampão de lise (50 mM 

TrisHCl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; coquetel de inibidores de protease 
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(100X) e EDTA 0,001 M, pH 8 (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA) e centrifugados 

a 4°C a 10.000 rpm por 20 minutos. As proteínas (30, 60 ou 90 μg) foram aquecidas 

a 100ºC na presença de tampão de amostra contendo β-mercaptoetanol, e então, 

separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12%), transferidas 

para membranas de nitrocelulose overnight a 4ºC em 10mA, incubadas por 1h em 

tampão de bloqueio (TBS, 5% leite desnatado) ou 3% soro de albumina bovina (BSA) 

e lavadas em tampão (TBS, 0,1% Tween 20, pH 7,6). Em seguida, as membranas 

foram incubadas com os anticorpos descritos na Tabela 2.  

Tabela 2 - Anticorpos primários utilizados na análise por Western blot. 

Anticorpo Origem Referência Tipo Diluição 
Ang-1 Bioss Antibodies Inc bs-0800R Coelho 1/500 
Ang-2 Santa Cruz Biotechnology sc-74402 Rato 1/100 

Arginase I Santa Cruz Biotechnology sc-18351 Cabra 1/1000 
Arginase II Santa Cruz Biotechnology sc-18357 Cabra 1/1000 

AT1 Santa Cruz Biotechnology sc-515884 Rato 1/200 
CD68 Bio-Rad Laboratories Inc. MCA341R Rato 1/2000 

CXCR4 LifeSpan BioSciences Inc. LS-B6709 Coelho 1/500 
CYP24A1 Abnova H0000159-M02 Rato 1/500 

eNOS Santa Cruz Biotechnology sc-376751 Rato 1/200 
Fibronectina Chemicon International 1942 Coelho 1/1000 

GAPDH Cell Signaling Technology cod. 2118L Coelho 1/1000 
IκBα Santa Cruz Biotechnology sc-371 Coelho 1/1000 
IκBβ Santa Cruz Biotechnology sc-945 Coelho 1/1000 

NF-κB Santa Cruz Biotechnology sc-7151 Coelho 1/200 
PCNA Sigma Chemical Company P8825 Rato 1/500 

p-eNOS Santa Cruz Biotechnology sc-12972 Cabra 1/200 
p-ERK1/2 Santa Cruz Biotechnology sc-7383 Rato 1/500 
Podocina Santa Cruz Biotechnology sc-21009 Coelho 1/500 

p-JNK Santa Cruz Biotechnology sc-6254 Rato 1/500 
p-p38 Sigma Chemical Company M8177 Rato 1/500 

p-Smad2/3 Cell Signaling Technology 8828S Coelho 1/500 
SDF-1α eBioscience 14-7992-83 Coelho 1/500 
Smad2/3 Santa Cruz Biotechnology sc-133098 Rato 1/300 

Tie-2 Santa Cruz Biotechnology sc-293414 Rato 1/200 
VDR Santa Cruz Biotechnology sc-13133 Rato 1/500 

VEGF Santa Cruz Biotechnology sc-53462 Rato 1/300 
VEGFR2 Cell Signaling Technology cod. 2472S Coelho 1/500 

Vimentina Dako Corporation M0725 Rato 1/1000 
ZEB2 Santa Cruz Biotechnology sc-48789 Coelho 1/250 
ZO-1 Zymed 61-7300 Coelho 1/250 

α-SMA Dako Corporation M0851 Rato 1/300 
β-Catenina Santa Cruz Biotechnology sc-7199 Coelho 1/2000 

Ang-1, Angiopoietina 1. Ang-2, Angiopoietina 2. AT1, receptor angiotensina II tipo-1. CD68, grupo de 
diferenciação 68. CXCR4, receptor tipo 4 de quimiocina C-X-C. CYP24A1, 24-hidroxilase. eNOS, óxido 
nítrico sintase endotelial. GAPDH, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. IκBα, inibidor alfa de fator 
nuclear kappa B. IκBβ, inibidor beta de fator nuclear kappa B. NF-κB, fator nuclear-kappa B. PCNA, 
antígeno nuclear de célula em proliferação. p-eNOS, fosfo-óxido nítrico sintase endotelial. p-ERK1/2, 
fosfo - quinase regulada por sinal extracelular1/2. p-JNK, fosfo- c-Jun N-terminal quinase. p-p38, fosfo-
p38 MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno). p-Smad2/3, fosfo-small mothers against 
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decapentaplegic2/3. SDF-1α, fator 1 alfa derivado de célula estromal. Smad2/3, small mothers against 
decapentaplegic2/3. Tie-2, receptor tirosina quinase específico do endotélio. VDR, receptor de vitamina 
D. VEGF, fator de crescimento endotelial vascular. VEGFR2, receptor 2 do fator de crescimento 
endotelial vascular. ZEB2, zinc finger E-box-binding homeobox 2. ZO-1, zonula occludens. α-SMA, alfa-
actina de músculo liso. 

 

Após incubação overnight a 4°C com os anticorpos primários, as membranas 

foram lavadas e incubadas com anti-IgG de camundongo (P0447, 1/5000; Dako 

Corporation, CPH, Dinamarca), anti-IgG de coelho [(P0448, 1/2000, 1/5000 ou 

1/10000; Dako Corporation, CPH, Dinamarca) ou sc-2357 (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, EUA)] ou anti-cabra (sc-2768, 1/5000, Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, EUA) conjugados com peroxidase por 1h em temperatura ambiente. 

O GAPDH foi usado como proteína de referência. Um sistema de imagem (Kodak Gel 

Logic 2200, TX, EUA) foi utilizado para visualizar os anticorpos ligados à membrana 

usando reagentes de quimiluminescência aprimorada (ECL) (Sigma-Aldrich, MO, 

EUA). A intensidade da banda foi quantificada por densitometria usando o software de 

imagem ImageJ NIH 1.52A (http://www.nih.gov) e foi relatada como a porcentagem da 

razão entre a proteína de interesse e a proteína de referência em comparação com o 

grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. A quantificação de 

proteínas foi realizada usando o método de Bradford (DELUQUE et al., 2020).  

4.9 Análise estatística 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da distribuição 

Kolmogorov-Smirnov. A análise de variância (ANOVA) One-way seguida pelo teste de 

comparações múltiplas de Newman-Keuls foi usada para analisar dados normalmente 

distribuídos. Os dados de TGF-β1 urinários foram transformados em log para obter 

uma distribuição normal. Esses dados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). O teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 

Dunn, foi usado para analisar dados não distribuídos normalmente e expressos em 

mediana e percentis (25-75%). As análises estatísticas foram realizadas usando 

GraphPad Prisma versão 9.0 para Windows (GraphPad Software, EUA). Um p < 0,05 

foi considerado estatisticamente significativo. 
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5 RESULTADOS 

O grupo ADR + paricalcitol apresentaram peso corporal significativamente 

diminuído aos 27 dias de experimento em relação ao grupo paricalcitol (p < 0,05) 

(Tabela 3). O peso absoluto do rim esquerdo não apresentou diferenças entre os 

grupos avaliados (p > 0,05) (Tabela 3). Não foram encontradas diferenças nos níveis 

de 25 OHD, PTH, PCa, PP e PK entre os grupos experimentais (p > 0,05) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Parâmetros fisiológicos ao final do experimento nos grupos controle, paricalcitol, ADR e ADR 
+ paricalcitol. Dados de peso corporal, peso relativo do rim esquerdo, 25-hidroxivitamina D, 
paratormônio, concentração plasmática de cálcio, fósforo e potássio. 

Dados são expressos como média ± EPM e mediana e percentis (25-75%). n = 5–7 para cada grupo.  
# p < 0,05 vs. paricalcitol. 25OHD, 25-hidroxivitamina D; PTH, paratormônio; PCa, concentração 
plasmática de cálcio; PP, concentração plasmática de fósforo; PK, concentração plasmática de potássio. 

 

5.1 O tratamento com paricalcitol modulou a expressão de VDR e CYP24A1 na 

nefropatia induzida por ADR 

 Nós investigamos o tratamento com paricalcitol poderia modular diretamente a 

expressão de VDR e a quantidade intrarrenal de vit. D avaliada pela expressão de 

CYP24A1. Para as duas proteínas citadas, foi observado uma redução de suas 

expressões nos animais do grupo ADR em comparação com os grupos controle e 

paricalcitol (p < 0,05). Essas alterações nas expressões de VDR e CYP24A1 foram 

significativamente menores no grupo ADR + paricalcitol em comparação com o grupo 

ADR (p < 0,05) (Figura 5a e b). 

 controle paricalcitol ADR ADR + paricalcitol 

Peso Corporal (g) 437 (359-456) 440 (409-463) 384 (351-403) 363 (337-376) # 

Peso relativo rim (g) 1,60 ± 0,092 1,80 ± 0,038 1,70 ± 0,082 1,54 ± 0,041 

25 OHD (ng/mL) 29 ± 3,28 34 ± 1,96 28 ± 2,19 31 ± 1,39 

PTH (pg/mg) 177 ± 22,40 180 ± 36,40 288 ± 29,50 270 ± 35,70 

PCa (mg/dL) 9,1 ± 0,27 9,4 ± 0,50 9,1 ± 0,33 9,5 ± 0,24 

PP (mg/dL) 7,0 ± 0,46 6,7 ± 0,33 7,1 ± 0,23 7,6 ± 0,20 

PK (mmEq/L) 3,1 (2,55-3,30) 2,9 (2,80-2,95) 2,9 (2,80-3,10) 2,9 (2,50-2,90) 
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Figura 5 - Análise da expressão de VDR e CYP24A1 no tecido renal. Análise densitométricas entre (a). 
VDR. (b). CYP24A1 e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em comparação com o 
grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos controle (pontos), 
paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). n = 4–
6 para cada grupo. Para (a-b). ANOVA One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, 
expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
 

5.2 O tratamento com paricalcitol reduziu as alterações de função renal 

induzidas por ADR 

Não foram observadas diferenças no volume urinário no 27º dia de protocolo 

experimental (p > 0,05) (Tabela 4). Os animais do grupo ADR apresentaram redução 

significativa da TFG e aumento da Pcreat. e FENa em comparação com o grupo 

paricalcitol (p < 0,05). Essas alterações foram menos intensas no grupo ADR + 

paricalcitol em relação ao grupo ADR (p < 0,05) (Tabela 4).  

Tabela 4 - Parâmetros de função renal ao final do experimento nos grupos controle, paricalcitol, ADR e 
ADR + paricalcitol. Dados de volume urinário de 24h, taxa de filtração glomerular, creatinina plasmática 
e fração de excreção de sódio. 

Dados são expressos como média ± EPM e mediana e percentis (25-75%). n = 5–7 para cada grupo. # 
p < 0,05, ## p < 0,001 vs. paricalcitol; $ p < 0,05 vs. ADR. TFG, taxa de filtração glomerular; Pcreat., 
creatinina plasmática; FENa, fração de excreção de sódio. 

 controle paricalcitol ADR ADR + paricalcitol 

Volume urinário 

(mL 100 g-1 24h-1) 
5,1 ± 1,57 10,4 ± 2,24 8,3 ± 1,26 9,5 ± 1,03 

TFG 

(mL min-1100 g-1) 
0,3 ± 0,04 0,4 ± 0,03 0,2 ± 0,02 # 0,4 ± 0,01 $ 

Pcreat. (mg/dL) 0,45 (0,38-0,48) 0,40 (0,39-0,46) 0,54 (0,53-0,58) ## 0,44 (0,40-0,49) $ 

FENa (%) 0,29 (0,24-0,35) 0,23 (0,18-0,29) 0,32 (0,30-0,34) # 0,24 (0,21-0,28) $ 
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 A excreção urinária de albumina (EUA) aumentou significativamente no 7º dia 

após a injeção de adriamicina em ratos do grupo ADR em comparação com os grupos 

controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,01) (Figura 6a). Nos 15º e 25º dias após a 

injeção, esse parâmetro foi significativamente maior nos grupos ADR e ADR + 

paricalcitol quando comparados aos grupos controle e paricalcitol (p < 0,001) (Figura 

6b e 6c). O grupo ADR + paricalcitol apresentou atenuação dessa alteração no 25º dia 

em relação ao grupo ADR (p < 0,001) (Figura 6c).  

 

Figura 6 - Excreção urinária de albumina (EUA) no (a). 7º dia. (b). 15º dia e (c). 25º dia após injeção de 
adriamicina/salina. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para 
cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). n = 5–7 para cada grupo. Para (a). Kruskal-Wallis e 
pós-teste de Dunn, expresso em mediana e percentis (25-75%). Para (b-c). ANOVA One-way e 
comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p < 0,001. Ucreat. Creatinina Urinária. 
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5.3 O tratamento com paricalcitol atenuou a lesão da estrutura renal induzida 

por ADR  

A análise histológica nos cortes corados com Tricrômio de Masson (TM) 

mostrou a presença de fibrose túbulo-intersticial tanto no córtex quanto na medula 

externa dos animais do grupo ADR em comparação aos grupos controle (p < 0,01 

apenas para fibrose no compartimento medular externo) e paricalcitol (p < 0,01) 

(Figura 7a−c). O grupo ADR + paricalcitol teve atenuação da fibrose nos dois 

compartimentos avaliados em comparação ao grupo ADR (p < 0,05) (Figura 7a−c). 

Não foram encontradas diferenças das áreas glomerulares entre os grupos 

experimentais (p > 0,05) (Figura 7d). 

 

Figura 7 - Análise histológica nas seções renais e volume glomerular. Cortes corados com Tricrômio 
de Masson (TM). (a). A sequência de imagens superiores representa o TM no córtex e a sequência de 
imagens inferiores representa o TM no compartimento medular externo. As cabeças de setas amarelas 
indicam a expressão positiva de TM em compartimentos túbulo-intersticiais no tecido renal. 
Porcentagem de fibrose túbulo-intersticial (b). no córtex e (c). no compartimento medular externo. (d). 
Área glomerular em µm2. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos 
para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo) aos 27 dias de tratamento com paricalcitol. Barra 
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de escala = 20 μm, n = 6–7 para cada grupo. Para (b). e (d). Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, 
expresso em mediana e percentis (25-75%). Para (c). ANOVA One-way e comparações múltiplas de 
Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01. 

 

5.4 O tratamento com paricalcitol atenuou as alterações da estrutura e função 
do endotélio renal induzidas por ADR 

A expressão de JG12, um marcador para CE, foi reduzida no glomérulo e nos 

compartimentos túbulo-intersticiais do córtex e medula externa no grupo ADR em 

comparação com os grupos controles (p < 0,05). Nos animais que receberam o 

tratamento prévio com paricalcitol, essas alterações foram menores em relação ao 

grupo ADR (p < 0,05) (Figura 8a−d).  

 

Figura 8 - Análise de JG12 no tecido renal. (a). Imunolocalização de JG12 nos compartimentos renais. 
As setas indicam a expressão positiva de JG12 no glomérulo. As cabeças de setas indicam a expressão 
positiva de JG12 nos compartimentos túbulo-intersticiais. Porcentagem de células JG12-positivas (b). 
no glomérulo. (c). no córtex e (d). na medula externa. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol 
(quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo) aos 27 dias de 
tratamento com paricalcitol. Barra de escala = 20 μm, n = 5–6 para cada grupo. Para (b-c). ANOVA 
One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. Para (d). 
Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, expresso em mediana e percentis (25-75%). * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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Para avaliar a função endotelial, foi investigado as vias relacionadas ao NO. 

Não foram encontradas alterações dos níveis plasmáticos de NO entre os grupos (p > 

0,05) (Figura 9a). Os níveis urinários de NO estavam aumentados no grupo ADR + 

paricalcitol em comparação com os grupos paricalcitol (p < 0,01) e ADR (p < 0,001) 

(Figura 9b). No tecido renal, os animais do grupo ADR apresentaram redução dos 

níveis de NO quando comparados aos grupos controle e paricalcitol (p < 0,01). O 

paricalcitol, por sua vez, preveniu a diminuição dos níveis de NO tecidual no grupo 

ADR + paricalcitol quando comparado com o grupo ADR (p < 0,05) (Figura 9c). A 

análise densitométrica de p-eNOS (Figura 9d) e eNOS (Figura 9e) mostraram 

expressão diminuída no grupo ADR em comparação com os grupos controle (p < 0,05) 

e paricalcitol (p < 0,05). O paricalcitol preveniu a redução apenas de p-eNOS no grupo 

ADR + paricalcitol em comparação com o grupo ADR (p < 0,05) (Figura 9d).  

Visto que o paricalcitol atenuou a redução da produção de NO tecidual, nós 

investigamos a arginase II, a fim de analisar a interação da via eNOS/VDR. A arginase 

II apresentou aumento de sua expressão no grupo ADR em comparação ao grupo 

controle (p < 0,05). O paricalcitol atenuou esse aumento no grupo ADR + paricalcitol 

quando comparado ao grupo ADR (p < 0,01) (Figura 9f). 



55 
 

 

Figura 9 - Análise da função endotelial. Níveis de NO (a). plasmático. (b). urinário. (c). tecidual renal. 
Análise densitométricas entre (d). p-eNOS. (e). eNOS. (f). Arginase II e GAPDH foram calculadas e os 
dados foram expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 
100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR 
+ paricalcitol (triângulos para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a). Kruskal-Wallis e pós-teste de 
Dunn, expresso em mediana e percentis (25-75%). Para (b-f). ANOVA One-way e comparações 
múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Pcreat. 
Creatinina plasmática; Ucreat. Creatinina urinária. 
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5.5 O tratamento com paricalcitol atenuou o desequilíbrio entre os fatores pró- 

e antiangiogênicos induzido por ADR 

Não foram observadas diferenças na expressão de Ang-1 (p > 0,05) (Figura 

10a). No grupo ADR, a Ang-2 mostrou uma tendência a aumentar (p > 0,05), e o 

paricalcitol foi capaz de atenuar esse aumento no grupo ADR + paricalcitol (p < 0,05) 

(Figura 10b). A expressão de Tie-2 foi reduzida no grupo ADR em comparação ao 

grupo controle (p < 0,05) e o tratamento prévio com paricalcitol atenuou essa redução, 

apresentando aumento significativo desse parâmetro em comparação ao grupo ADR 

(p < 0,01) (Figura 10c). 

O VEGF e seu receptor endotelial específico, VEGFR2, tiveram suas 

expressões diminuídas no grupo paricalcitol em comparação com o controle (p < 0,05). 

O grupo ADR também apresentou redução significativa dessa expressão em relação 

aos grupos controle (p < 0,001) e paricalcitol (p < 0,05). O grupo ADR + paricalcitol 

apresentou redução dessas duas proteínas em relação ao grupo controle (p < 0,05). 

O tratamento com o paricalcitol, ainda preveniu a redução do VEGF e VEGFR2 no 

grupo ADR + paricalcitol em comparação com o grupo ADR (p < 0,05) (Figura 10d e 

10e).  
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Figura 10 - Análise de fatores pró- e antiangiogênicos no tecido renal. Análise densitométrica entre (a). 
Ang-1. (b). Ang-2. (c). Tie-2. (d). VEGF. (e). VEGFR2 e GAPDH foram calculadas e os dados foram 
expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados 
dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol 
(triângulos para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a-c). Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, 
expresso em mediana e percentis (25-75%). Para (d-e). ANOVA One-way e comparações múltiplas de 
Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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5.6 O tratamento com paricalcitol atenuou a expressão de marcadores 

mesenquimais e a deposição de MEC induzidas por ADR 

A expressão de desmina, um marcador de desdiferenciação de células 

podocitárias no glomérulo, estava significativamente aumentada nos grupos que 

receberam ADR em comparação com os grupos controle e paricalcitol (p < 0,001). 

Esse aumento foi atenuado no grupo ADR + paricalcitol (p < 0,01) (Figura 11a e 11b). 

Corroborando com nosso achado de lesão podocitária, a expressão de podocina 

estava menor no grupo ADR em relação aos controles (p < 0,001). Os animais do 

grupo ADR + paricalcitol também apresentaram diminuição da expressão de podocina 

em relação aos grupos controle e paricalcitol (p < 0,001). Além disso, esses animais 

apresentaram prevenção dessa redução em relação ao grupo ADR (p < 0,05) (Figura 

11c).  

 

Figura 11 - Análise de desmina e podocina no tecido renal. (a). Imunolocalização da desmina no 
glomérulo. As setas indicam a expressão positiva de desmina no glomérulo. (b). Percentual de desmina-
positiva no glomérulo. (c). Análise densitométrica entre podocina e GAPDH foram calculadas e os dados 
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foram expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. 
Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + 
paricalcitol (triângulos para baixo). Barra de escala = 20 μm, n = 4–6 para cada grupo. Para (b-c). 
ANOVA One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

 O aumento da expressão de α-SMA foi observada no glomérulo, córtex e 

medula externa dos animais do grupo ADR em comparação com os grupos controle e 

paricalcitol (p < 0,05). O grupo ADR + paricalcitol apresentou redução dessa alteração 

no glomérulo e na medula externa (p < 0,05), mas não no compartimento cortical (p > 

0,05) (Figura 12a−d). A análise densitométrica da expressão de α-SMA no tecido 

inteiro mostrou expressão aumentada dos animais do grupo ADR em comparação aos 

grupos controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,01). Os animais do grupo ADR + 

paricalcitol apresentaram expressão diminuída dessa proteína no tecido renal quando 

comparado com o grupo ADR (p < 0,05) (Figura 12e).  
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Figura 12 - Análise de α-SMA no tecido renal. (a). Imunolocalização de α-SMA nos compartimentos 
renais. As setas indicam a expressão α-SMA-positiva no glomérulo. As cabeças de setas indicam a 
expressão α-SMA-positiva nos compartimentos túbulo-intersticiais. Porcentagem de células α-SMA-
positivas (b). no glomérulo. (c). no córtex e (d). na medula externa. (e). Análise densitométrica entre α-
SMA e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em comparação com o grupo controle. 
O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol 
(quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). Barra de escala = 
20 μm, n = 4–6. Para (b, d, e). ANOVA One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos 
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como a média ± EPM. Para (d). Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, expresso em mediana e percentis 
(25-75%). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

  

A expressão de vimentina foi aumentada no córtex e na medula externa dos 

animais do grupo ADR em comparação com os grupos controle (p < 0,05) e paricalcitol 

(p < 0,05). O grupo ADR + paricalcitol apresentou diminuição da expressão desse 

marcador de células mesenquimais em relação ao grupo ADR (p < 0,05) (Figura 13a–

c). Quando analisada por western blot, a proteína vimentina teve sua expressão 

aumentada no tecido renal dos animais do grupo ADR em comparação aos grupos 

controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,01). O tratamento com paricalcitol atenuou esse 

aumento no grupo ADR + paricalcitol comparado ao ADR (p < 0,05) (Figura 13d). 
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Figura 13 - Análise de vimentina no tecido renal. (a). Imunolocalização de vimentina nos 
compartimentos renais. As cabeças de setas indicam a expressão positiva da vimentina nos 
compartimentos túbulo-intersticiais. Porcentagem de células positivas para vimentina (b). no córtex e 
(c). na medula externa. (d). Análise densitométrica entre vimentina e GAPDH foram calculadas e os 
dados foram expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 
100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR 
+ paricalcitol (triângulos para baixo). Barra de escala = 20 μm, n = 4–6. Para (b-d). ANOVA One-way e 
comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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 Nossos dados demonstraram maior deposição de MEC, evidenciados pelo 

aumento da marcação para Col I no glomérulo e córtex dos animais ADR em 

comparação com os grupos controle e paricalcitol (p < 0,05). O tratamento com 

paricalcitol foi capaz de prevenir essa alteração nos compartimentos citados dos 

animais do grupo ADR + paricalcitol (p < 0,05) (Figura 14a–c). Não foram observadas 

diferenças na expressão de Col I na medula externa dos diferentes grupos (p > 0,05) 

(Figura 14d). Adicionalmente, a expressão de fibronectina, considerada a primeira 

proteina a ser depositada no rim fibrótico e que serve de arcabouço para a deposição 

de Col I, estava aumentada nos animais do grupo ADR em relação aos grupos controle 

e paricalcitol (p < 0,001). O grupo ADR + paricalcitol apresentou redução dessa 

alteração (p < 0,001) (Figura 14e). 
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Figura 14 - Análise de colágeno I e fibronectina no tecido renal. (a). Imunolocalização de Col I nos 
compartimentos renais. As setas indicam a expressão positiva de Col I no glomérulo. As cabeças de 
setas indicam a expressão positiva de Col I nos compartimentos túbulo-intersticiais. Percentual de Col 
I-positivo (b). no glomérulo. (c). no córtex e (d). na medula externa. (e). Análise densitométrica entre 
fibronectina e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em comparação com o grupo 
controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol 
(quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). Barra de escala = 
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20 μm, n = 4–6. Para (b-e). ANOVA One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos 
como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

5.7 O tratamento com paricalcitol atenuou as alterações nas expressões de ZO-

1 e PCNA induzidas por ADR 

A expressão da proteína ZO-1, um marcador de junção celular apertada ou 

tight, estava diminuída no grupo ADR em relação aos animais do grupo controle e 

paricalcitol (p < 0,001). O grupo ADR + paricalcitol também apresentou diferenças em 

relação aos grupos controle (p < 0,05), paricalcitol (p < 0,01) e ao ADR (p < 0,01) 

(Figura 15a). Para a expressão do PCNA no tecido renal, uma proteína associada a 

proliferação celular, foi observado redução significativa no grupo ADR + paricalcitol 

em relação ao ADR (p < 0,05) (Figura 15b).  

 

Figura 15 - Análise da expressão de ZO-1 e PCNA no tecido renal. Análise densitométrica entre (a). 
ZO-1. (b). PCNA e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em comparação com o grupo 
controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol 
(quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). n = 4–6 para cada 
grupo. Para (a-b). ANOVA One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a 
média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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5.8 O tratamento com paricalcitol modulou a via canônica TGF-β1-Smad 

dependente 

 O TGF-β1 foi avaliado como mediador pró-fibrótico. Foi observado que os níveis 

urinários de TGF-β1 estavam aumentados nos grupos que receberam adriamicina 

(ADR e ADR + paricalcitol) em comparação com os grupos controle e paricalcitol (p < 

0,01) (Figura 16a), porém não foi encontrado diferença entre os dois grupos 

mencionados (ADR e ADR + paricalcitol, p > 0,05). Para os níveis de TGF-β1 no tecido 

renal, o grupo ADR apresentou aumento em comparação aos grupos controle (p < 

0,05) e paricalcitol (p < 0,01). Esta alteração foi significativamente atenuada no grupo 

ADR + paricalcitol (p < 0,05) (Figura 16b).  

 Os níveis de p-Smad2/3 e Smad2/3 total também estavam aumentados no grupo 

ADR em relação aos grupos controle e paricalcitol (p < 0,05). A expressão de p-

Smad2/3 e Smad2/3 total foi reduzida nos animais do grupo ADR + paricalcitol em 

comparação com o grupo ADR (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente) (Figura 16c e 

16d). A expressão proteica de ZEB2, um fator transcricional induzido por TGF-β, 

também foi avaliado. Foi observado que o tratamento prévio com paricalcitol no grupo 

ADR + paricalcitol, contribuiu para a redução da expressão de ZEB2 em relação ao 

grupo ADR (p < 0,05) (Figura 16e). 
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Figura 16 - Via canônica pró-fibrótica dependente de Smad. Níveis de TGF-β1 (a). na urina, e (b). no 
tecido renal. Análises densitométricas entre (c). p-Smad2/3. (d). Smad2/3. (e). ZEB2 e GAPDH foram 
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calculadas e os dados foram expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi 
designado como 100%. Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos 
para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a-e). ANOVA 
One-way e comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** 
p < 0,01. 

 

5.9 O tratamento com paricalcitol também regulou as vias TGF-β1-Smad 

independentes 

 Em seguida, nós avaliamos possíveis mecanismos não relacionados com a 

ativação da via canônica de Smad. Observamos que a expressão do receptor AT1 

estava aumentada no grupo ADR em comparação com os grupos controle e 

paricalcitol (p < 0,05). O tratamento com o paricalcitol preveniu o aumento dessa 

expressão (p < 0,05) (Figura 17a). Somados a esses dados, nós avaliamos a ativação 

de vias relacionadas a MAPK, e consequentemente ao processo inflamatório. 

Primeiramente, foi observado que p-p38 foi menor no grupo ADR + paricalcitol quando 

comparado aos grupos controle (p < 0,01), paricalcitol (p < 0,05) e ADR (p < 0,01) 

(Figura 17b). Para as proteínas p-JNK e p-ERK1/2 foi visto um aumento no grupo ADR 

quando comparadas aos grupos controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,01). Esse 

aumento foi atenuado nos animais do grupo ADR + paricalcitol (p < 0,001 para p-JNK 

e p < 0,05 para p-ERK1/2) (Figura 17d e 17e). 
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Figura 17 - Vias de ativação pró-fibrótica independente de Smad. Análise densitométricas entre (a). 
AT1. (b). p-p38. (c). p-JNK. (d). p-ERK1/2 e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em 
comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos 
controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos 
para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a-d). ANOVA One-way e comparações múltiplas de 
Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

5.10 O tratamento com paricalcitol atenuou a infiltração de macrófagos induzida 

por ADR 

A expressão de CD68, um marcador de macrófagos e monócitos estava 

aumentada no glomérulo, córtex e na medula externa dos animais do grupo ADR em 

comparação com os grupos controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,01). O grupo ADR 

+ paricalcitol apresentou diminuição da expressão desse marcador em relação ao 

grupo ADR em todos os compartimentos avaliados (p < 0,05) (Figura 18a–d). Na 

análise por western blot, o CD68 também estava aumentado nos animais do grupo 
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ADR em comparação aos grupos controle e paricalcitol (p < 0,01). O tratamento com 

paricalcitol atenuou esse aumento no grupo ADR + paricalcitol (p < 0,01) (Figura 18e).  

 

Figura 18 - Análise de células positivas para CD68 (macrófagos) no tecido renal. (a). Imunolocalização 
de CD68 nos compartimentos renais. As setas indicam a expressão positiva de CD68 no glomérulo. As 
cabeças de setas indicam a expressão positiva de CD68 nos compartimentos túbulo-intersticiais. 
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Percentual de CD68-positivo (b). no glomérulo. (c). no córtex e (d). na medula externa. (e). Análise 
densitométrica entre CD68 e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em comparação 
com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos controle 
(pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos para 
baixo). Barra de escala = 20 μm. n = 4–6 para cada grupo. Para (b-e). ANOVA One-way e comparações 
múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

5.11 O tratamento com paricalcitol regulou a secreção de citocinas pró-

inflamatórias e induziu o fenótipo de macrófagos reparadores 

 Visto que a marcação para macrófagos estava aumentada no tecido renal de 

ratos com lesão renal induzido por ADR, investigamos qual o perfil dos macrófagos 

presentes nos diferentes compartimentos renais. Vimos aumento do TNF-α e IL-1β 

(citocinas pró-inflamatórias) por ELISA no grupo ADR em relação ao grupo controle (p 

< 0,05) e paricalcitol (p < 0,05, apenas TNF-α). No grupo que recebeu o tratamento 

com paricalcitol (ADR + paricalcitol) os níveis dessas citocinas foram menores em 

relação ao grupo ADR (p < 0,05) (Figura 19a e 19b). Foi observado também, que a 

análise densitométrica para Arginase I, utilizada como marcador de macrófagos 

reparadores (M2), teve uma redução de sua expressão no tecido renal dos animais do 

grupo ADR em comparação aos grupos controle (p < 0,05) e paricalcitol (p < 0,001). 

No grupo ADR + paricalcitol essas alterações foram menores em comparação ao 

grupo ADR (p < 0,05) e controle (p < 0,01). Ainda para a Arginase I, foi encontrado 

uma diferença ente o grupo controle e paricalcitol (p < 0,05) (Figura 19c).  
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Figura 19 - Citocinas e perfil de macrófagos no tecido renal. ELISA para (a). IL-1β. (b). TNF-α. (c). 
Análise densitométrica entre Arginase I e GAPDH foram calculadas e os dados foram expressos em 
comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. Dados dos grupos 
controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + paricalcitol (triângulos 
para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a-c). ANOVA One-way e comparações múltiplas de 
Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

5.12 O tratamento com paricalcitol atenuou vias pró-inflamatórias induzidas por 

ADR 

 Não foi observada diferença da expressão da proteína NF-κB avaliada por 

western blot nos grupos experimentais (p > 0,05) (Figura 20a). Contudo, para as 

proteínas inibitórias IκBα e IκBβ, foi observado redução no grupo ADR em relação aos 

grupos controle e paricalcitol (p < 0,05). Estes parâmetros foram menores no grupo 

ADR + paricalcitol quando comparados ao grupo ADR (p < 0,05). Ainda para a IκBα, 

o grupo ADR + paricalcitol também apresentou diferenças significantes com os grupos 

controles (p < 0,05) (Figura 20b e 20c).  
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 Avaliamos também a via SDF-1α/CXCR4. Essas duas proteínas estavam 

aumentadas significativamente nos animais do grupo ADR em relação aos grupos 

controle (p < 0,05, apenas para SDF-1α) e paricalcitol (p < 0,05). O tratamento com a 

vit. D ativa foi capaz também de atenuar a expressão dessas proteínas pró-

inflamatórias (p < 0,05) (Figura 20d e 20e). Foi analisado ainda a proteína β-Catenina, 

que apresentou perfil semelhante as duas proteínas citadas acima, ou seja, um 

aumento de sua expressão no grupo ADR em relação aos grupos controles (p < 0,01) 

e atenuação de sua expressão no rim de animais do grupo ADR + paricalcitol (p < 

0,001) (Figura 20f). 
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Figura 20 - Análise de vias pró-inflamatórias no tecido renal. Análise densitométricas entre (a). NF-κB. 
(b). IκBα. (c). IκBβ. (d). SDF-1α. (e). CXCR4. (f). β-Catenina e GAPDH foram calculadas e os dados 
foram expressos em comparação com o grupo controle. O valor de controle foi designado como 100%. 
Dados dos grupos controle (pontos), paricalcitol (quadrados), ADR (triângulos para cima) e ADR + 
paricalcitol (triângulos para baixo). n = 4–6 para cada grupo. Para (a, b, c, d, f). ANOVA One-way e 
comparações múltiplas de Newman-Keuls, expressos como a média ± EPM. Para (e). Kruskal-Wallis e 
pós-teste de Dunn, expresso em mediana e percentis (25-75%). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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6 DISCUSSÃO 

 No presente estudo investigamos a participação da vit. D ativa frente a lesão 

renal induzida por ADR. Para isso, foi utilizado uma minibomba osmótica para permitir 

a liberação contínua e sem oscilações de paricalcitol por 27 dias consecutivos 

enquanto a lesão renal era estabelecida. Os dados demonstraram que o paricalcitol 

melhorou a função e estrutura renal reduzindo a proteinúria e a lesão glomerular. Os 

efeitos protetores do paricalcitol podem estar relacionados ao aumento da expressão 

e ativação do VDR, o que contribuiu para a redução da expressão de mediadores da 

via TGF-β dependente e independente de Smad2/3, diminuindo assim o processo 

fibrótico observado em nosso estudo. Os dados ainda mostram a modulação do 

paricalcitol nos fatores angiogênicos endoteliais, regulando os eixos das 

angiopoietinas/Tie-2 e VEGF/VEGFR2, sendo esses efeitos relacionados à 

manutenção da microvasculatura e à redução do processo inflamatório nos animais 

ADR + paricalcitol. Tomados em conjunto, esses resultados demonstram que o 

paricalcitol pode atenuar a lesão renal induzida por ADR, aumentando a expressão do 

VDR e disponibilidade de vit. D ativa no tecido renal para gerar respostas anti-

inflamatórias e anti-fibróticas. 

 A lesão renal progressiva está associada com alterações de função e estrutura 

renal, que refletem nas características clínicas observadas em pacientes com a 

doença (<CHRONIC KIDNEY DISEASE WORK GROUP, KDIGO 2012 CLINICAL 

PRACTICE GUIDELINE FOR THE EVALUATION AND MANAGEMENT OF 

CHRONIC KIDNEY DISEASE, 2012=, 2013). A perda de peso em estágios mais 

avançados da lesão renal pode ocorrer em decorrência das complicações graves em 

pacientes. Embora dados na literatura sobre a relação de peso corporal e 

suplementação de vit. D na lesão renal sejam escassos, os nossos resultados 

mostraram que o peso corporal foi diferente entres os animais do grupo ADR + 

paricalcitol em relação ao grupo paricalcitol, indicando a toxicidade desse 

quimioterápico em roedores, atestado também por outros estudos utilizando esse 

modelo experimental (BRYANT et al., 2022; DING et al., 2014). Estudos ainda 

demonstram que a vit. D pode ser produzida no músculo, pela ativação de 1α-

hidroxilase intramuscular, mantendo a massa muscular na vida adulta, o que poderia 

corroborar com o aumento de peso corporal de animais do grupo paricalcitol (REIS et 

al., 2022). Não observamos diferenças no peso absoluto do rim dos animais dos 
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diferentes grupos que receberam o quimioterápico, embora a ADR pode levar ao 

edema do rim, como mostrado em trabalho anterior (LI et al., 2020), pela ação da 

albumina intrarrenal, que leva a retenção de sódio e água. O tratamento com 

paricalcitol não alterou esse parâmetro.  

 Os níveis de 25 OHD, a forma não ativa da vit. D, não se alteraram entre os 

grupos, demonstrando que a dose utilizada no tratamento foi próxima ao fisiológico, 

não apresentando toxicidade e se manteve estável até o final do experimento. Vale 

ressaltar que a CYP24A1, indicador de vit. D ativa no tecido (REIS et al., 2019), estava 

aumentada nos animais que receberam paricalcitol, o que demonstra que no rim a vit. 

D se manteve ativa para interagir com o VDR. Os efeitos observados do paricalcitol 

durante todo trabalho, evidenciou que o mesmo reduziu as alterações induzidas por 

ADR, independentemente dos níveis de 25 OHD, PTH, PCa, PP e PK.  

 Nós observamos o aumento da expressão de VDR nos animais que receberam 

tratamento prévio com paricalcitol e ADR. Trabalhos utilizando o modelo de deficiência 

de vit. D mostraram que ocorre uma regulação negativa na expressão desse receptor 

na falta de seu ligante (SOUZA et al., 2023), enquanto a suplementação aumenta sua 

expressão (OLIVEIRA et al., 2022). A CYP24A1 é uma enzima responsável por 

degradar a 1,25 OHD. Esta enzima é fortemente induzida pelo calcitriol e pode ser 

usada como um marcador de vit. D ativa na célula (BIKLE, 2014), envolvendo outro 

mecanismo de feedback negativo, onde uma queda dos níveis de vit. D ativa é 

compensada por uma menor degradação dos níveis locais, e assim pela menor 

expressão de CPY24A1 (REIS et al., 2019). Portanto, a vit. D em sua forma ativa e 

circulante pode aumentar os níveis de seus receptores, VDR, frente a lesão renal 

induzida por ADR, contribuindo para a recuperação das alterações da função e 

estrutura renal observadas nesse modelo.  

 A manifestação clínica mais comumente observada na lesão renal progressiva 

é o aparecimento da albumina na urina. A proteinúria/albuminúria está diretamente 

ligada à progressão da lesão renal (CHANG-CHIEN et al., 2018; HAN et al., 2019). Os 

resultados do nosso estudo mostraram que a função renal estava reduzida nos 

animais do grupo ADR, evidenciados pela queda da TFG e aumentos da Pcreat., FENa, 

e EUA. Estes parâmetros são características fundamentais do modelo de nefropatia 

induzida por ADR, similar a síndrome nefrótica da GESF em humanos (ZHU et al., 

2022). As alterações no transporte de eletrólitos, pode estar associada a ativação do 
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canal epitelial de sódio (ENaC) pelo aumento da atividade da serina protease urinária 

decorrente da proteinúria excessiva (BOHNERT; ARTUNC, 2018; HAERTEIS et al., 

2018). O uso de bloqueadores do SRA, redução do consumo de sal, e controle as 

pressão arterial são algumas das intervenções que são utilizadas com o objetivo de 

reduzir a albuminúria em pacientes com DRC, porém esses métodos são limitados em 

prevenir o dano renal (LIU et al., 2016). Essas alterações funcionais do grupo ADR 

foram muito singelas em relação aos grupos controles, porém ainda sim, o paricalcitol 

foi capaz de reduzir essas alterações no grupo ADR + paricalcitol.  

 A ação pleiotrópica da vit. D tem sido estudada a anos, sendo essencial para 

prevenir distúrbios cardiovasculares, melhorar a função do endotélio e proteinúria, 

reduzindo assim, a morbidade e mortalidade em pacientes com lesão renal 

progressiva (LIU et al., 2016). Observamos em nosso estudo, os efeitos 

antiproteinúricos da vit. D ativa. O paricalcitol ativa seletivamente o VDR (LIM et al., 

2021) ligando-se e interagindo com o VDR/VDRE e é essencial na prevenção de 

alterações morfológicas de podócitos no modelo de síndrome nefrótica induzida por 

aminonucleosídeo de puromicina (ZHANG et al., 2022). A 1,25 (OH2D3) reduziu a 

passagem transendotelial de albumina induzida por ADR in vitro e in vivo através da 

interação com o promotor VDR-heparanase em podócitos. Esse crosstalk entre CE 

glomerulares e podócitos torna-se importante para a vit. D poder modular esse efeito 

nessas células, já que os podócitos possuem maior expressão de VDR (GARSEN et 

al., 2015). Adicionalmente, nós observamos um aumento da expressão de desmina 

na periferia do tufo glomerular e diminuição de podocina nos animais do grupo ADR. 

A manutenção da estrutura e função de podócitos exige alta diferenciação celular, 

enquanto sua desdiferenciação, resulta em proteinúria (XIE et al., 2019). A expressão 

de desmina indica a lesão dos podócitos somado a menor expressão de podocina em 

modelo de nefropatia induzida por ADR (LIU et al., 2019a; NI et al., 2018; WU et al., 

2014; XIE et al., 2019). Nosso estudo mostrou que o tratamento prévio com paricalcitol 

foi capaz de atenuar diretamente esses efeitos tanto na estrutura quanto na função de 

podócitos e CE da barreira de filtração glomerular, associados com albuminúria 

reduzida e melhora na TFG nesse grupo de animais.  

 A análise histopatológica evidenciou lesões túbulo-intersticiais e fibrose em 

resposta ao aumento da permeabilidade glomerular a proteínas e maior deposição de 

fibras de colágeno no compartimento cortical e medular externo. Estudos clínicos e 
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experimentais mostram a participação da albuminúria na lesão túbulo-intersticial 

associada as glomerulopatias (WANG et al., 2015; ZOJA; ABBATE; REMUZZI, 2015). 

Wu et al. (2020) demonstraram que as alterações funcionais e a lesão de células 

tubulares estão relacionadas com a perda de capilares peritubulares no córtex de 

animais que passaram por protocolo de hipóxia crônica intermitente (WU et al., 2019). 

A proteinúria pode iniciar a fibrose túbulo-intersticial acompanhada da perda de 

capilares (HAMAR; KERJASCHKI, 2016), tanto glomerulares quanto peritubulares, 

indicando distúrbios da microvasculatura renal (YOO et al., 2018). Os resultados do 

nosso trabalho mostram perda do fenótipo da célula endotelial, evidenciados por 

dados imunoistoquímicos que demonstram uma diminuição significativa de JG12, um 

marcador de CE, nos diferentes compartimentos renais. Em modelo experimental de 

UUO, a α-SMA e o grupo de diferenciação 31 (CD31), outro marcador endotelial, são 

colocalizados, indicando a origem endotelial dos miofibroblastos no tecido renal 

(EndoMT) (YANG et al., 2017). Em estudos anteriormente realizados no nosso 

laboratório, foi demostrado que o tratamento com calcitriol protege a CE do dano 

induzido pela desregulação do SRA durante o desenvolvimento renal, diminuindo a 

expressão de marcadores de células desdiferenciadas como α-SMA e vimentina, e 

atenuando a redução de JG12 e eNOS (DELUQUE et al., 2020).  

 O tratamento com paricalcitol reduziu a rarefação capilar observada em animais 

tratados com ADR. Esses dados sugerem que as alterações provocadas no início da 

lesão renal podem ser moduladas pelo paricalcitol, pelo menos em parte, devido aos 

seus efeitos na diferenciação celular e na manutenção do endotélio. Em relação a 

modulação endotelial e mesenquimal, observamos aumento da expressão dos níveis 

teciduais de p-eNOS em animais tratados com paricalcitol. O aumento da expressão 

ou da atividade da eNOS resulta em uma produção de NO mais eficiente 

(VANHOUTTE et al., 2017; ZOCCALI et al., 2014). No modelo ADR, ocorrem 

alterações nas vias do NO pela toxicidade endotelial, inibindo e desacoplando a eNOS, 

impedindo sua fosforilação (HE et al., 2020; MU et al., 2019). A interação vit. D/VDR 

estimula o gene da eNOS, resultando em maior produção de NO, o que melhora a 

função vascular (ANDRUKHOVA et al., 2014). Além disso, a ação genômica dessa 

interação promove a maior expressão da eNOS, que sintetiza NO a partir da L-arginina 

e suprime a expressão de arginase II. Essa enzima é responsável por hidrolisar o NO 

em ornitina e ureia (KIM et al., 2020). Andrukhova et al. (2014) mostraram que a 
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deleção de VDR resulta em diminuição do substrato L-arginina devido a maior 

expressão de arginase II, demonstrando papel importante da ativação de VDR para 

manter a maior quantidade de NO para o tecido. 

 A manutenção do endotélio está prejudicada na deficiência de vit. D, o que pode 

aumentar os níveis renais de Ang-2, enquanto diminui níveis de Ang-1 e o receptor 

Tie-2 (FERREIRA DE ALMEIDA et al., 2019). A Ang-1 é um fator angiogênico, que 

estimula a proliferação e a manutenção da CE na angiogênese, fibrose e inflamação 

(FERREIRA DE ALMEIDA et al., 2019; LOGANATHAN et al., 2018) associada à 

atenuação de miofibroblastos, acúmulo de MEC e crescimento capilar peritubular 

observado no modelo UUO (ANDERSON et al., 2018; SINGH et al., 2016). A Ang-2 

está associada ao aumento da albuminúria e à diminuição da TFG no diabetes mellitus 

tipo 2 e na lesão renal avançada (CHANG et al., 2013, 2021a; CHEN et al., 2015). A 

maior relação Ang-1/Ang-2 foi associada a menor progressão da lesão renal e 82% 

menos risco de mortalidade na lesão renal aguda (LRA) (MANSOUR et al., 2022). 

Pacientes em estágios 3 e 4 de DRC apresentam níveis aumentados de Ang-2 e 

menor concentrações de Tie-2 no plasma, enquanto a Ang-1 não se altera entre os 

diferentes estágios (CHANG et al., 2022) . Juntos esses dados sugerem que o eixo 

Ang-2/Tie-2 está associado ao maior risco para a progressão da lesão renal. O 

tratamento com paricalcitol atenuou as alterações na expressão de Ang-2, o que se 

refletiu na regulação negativa da via Ang-2/Tie-2, reduzindo a albuminúria, as 

alterações na TFG e a rarefação vascular em animais que receberam tratamento com 

paricalcitol. Além disso, o Tie-2 e o VEGFR2 são receptores endoteliais específicos 

que apoiam esses dados, juntamente com a recuperação da expressão de JG12 nas 

células renais. Nossos resultados reforçaram a participação dos capilares 

glomerulares, corticais e peritubulares da medula renal para a eficiência da função 

renal na idade adulta. 

 Em condições fisiológicas, a eNOS pode fosforilar o VEGF e vice-versa, 

protegendo a perda de podócitos, rarefação vascular glomerular e peritubulares, 

fibrose renal (FU et al., 2015) e inibindo a expressão de TGFβ-Smad3 (MIAO et al., 

2022). O paricalcitol demonstrou efeitos na sobrevivência e manutenção não só de 

podócitos, mas também de células epiteliais tubulares, células que secretam o VEGF, 

evidenciados por dados de redução da expressão de desmina no glomérulo e de 

células mesenquimais no córtex e medula externa. Nosso trabalho evidenciou o efeito 
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sinérgico da ativação do VDR e fatores próangiogênicos. Esses efeitos podem causar 

neovascularização e manutenção do endotélio pelo aumento dos níveis de VEGF no 

tecido (GRUNDMANN et al., 2012; ZHONG et al., 2014), por atuar na proliferação e 

diferenciação das células (DELUQUE et al., 2020; KAUR et al., 2022). O VEGF tem 

efeitos pró e anti-fibróticos em diferentes condições de saúde e doenças renais 

regulando a angiogênese e também participando na progressão da fibrose renal 

(MIAO et al., 2022). Observamos a redução na expressão de VEGF e VEGFR2 nos 

animais do grupo paricalcitol, mostrando que o VEGF pode exacerbar ou inibir o 

processo de fibrose renal, dependente do estímulo. Em nosso estudo, o paricalcitol 

pode regular o VEGF de diferentes maneiras para contribuir com a manutenção do 

tecido renal, como atenuando os impactos da redução de TFG, modulação dos efeitos 

sob a proliferação e diferenciação celular e prevenção da perda de células endoteliais.  

 O aumento da expressão de marcadores para fenótipo de células 

mesenquimais, positivos para α-SMA e vimentina juntamente com maior deposição de 

MEC, evidenciadas pela marcação de Col I e fibronectina no interstício renal e 

glomérulos, foi observado nesse estudo. Esses achados estão de acordo com 

trabalhos realizados previamente (ITO et al., 2013; LIM et al., 2021; SUN et al., 2016). 

A vimentina, um componente do citoesqueleto, é um marcador de transição 

mesenquimal que aparece quando não ocorre diferenciação, no caso de distúrbios no 

desenvolvimento renal ou no rim adulto, quando sofre a desdiferenciação celular após 

um insulto (DELUQUE et al., 2020). A α-SMA é também um filamento intermediário, 

que está relacionada com a ativação de fibroblastos para a produção de Col I 

(DUFFIELD, 2014). Juntos, a presença esses filamentos intermediários (desmina, α-

SMA e vimentina) na lesão renal progressiva, caracterizam a EndoMT e a TEM. Em 

nossos resultados, observamos uma redução da marcação para essas proteínas e 

deposição da MEC evidenciando mais uma vez, o efeito anti-fibrótico da ativação do 

VDR mediado pelo paricalcitol na nefropatia induzida por ADR. 

 A lesão de proteínas estruturais também estão envolvidas na progressão da 

lesão renal, como por exemplo, a E-caderina, ZO-1 e claudinas, que são conhecidas 

por junções apertadas da camada de células epiteliais para criar uma barreira seletiva 

paracelular no glomérulo e nos túbulos (ZHANG; WU; SUN, 2013), e também estão 

envolvidas em mecanismos relacionados a TEM (DÍAZ-CORÁNGUEZ; LIU; 

ANTONETTI, 2019). Nesse trabalho, focamos nos mecanismos relacionados a ZO-1. 
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Essa proteína citoplasmática pode transmitir informações do estado e grau de contato 

célula-célula para o núcleo, ou seja, a ZO-1 consegue modular a progressão do ciclo 

celular fazendo o controle entre proliferação e diferenciação celular, a partir da 

interação com o ácido nucleico associado a ZO-1 (ZONAB) (DÍAZ-CORÁNGUEZ; LIU; 

ANTONETTI, 2019). ZONAB promove a expressão do gene do PCNA, promovendo a 

transição da fase G1 para a fase S (HE et al., 2018). Em nosso trabalho, a ZO-1 estava 

diminuída em animais do grupo ADR, o que demonstra esse prejuízo na manutenção 

celular, contribuindo ainda mais para a lesão de podócitos, já que a ZO-1 interage com 

proteínas diafragmáticas podocitárias para manter a estrutura e função de barreira 

dessas células (SAGAR et al., 2017) e lesão de células tubulares visto pela presença 

de células mesenquimais no espaço túbulo-intersticial. A perda da integridade celular 

e queda de ZO-1 pode gerar transcrições anormais de ZONAB, por deixar essa 

proteína livre para induzir transcrição de PCNA (RAGGI et al., 2014). O paricalcitol 

através da proteção da função e estrutura de células endoteliais e equilíbrio de fatores 

pró e antiangiogênicos, foi capaz de também fazer a manutenção dos podócitos, 

modulando o processo de albuminúria. Houve atenuação de PCNA no tecido renal de 

animais do grupo ADR + paricalcitol. Esse resultado vem de encontro com o anterior, 

demonstrando que a vit. D modula juntamente com a ZO-1, o processo de proliferação 

celular. Dados do nosso laboratório também mostram que o PCNA é atenuado pela 

vit. D, diminuindo a proliferação exacerbada de células mesenquimais e macrófagos 

(DE ALMEIDA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2023). 

 Estruturas tubulares, endoteliais e pericitos podem sofrer lesão mediada por 

ações que envolvem diretamente a proliferação de células decorrente de mediadores 

pró-fibróticos como TGF-β1 (LIM et al., 2021), contribuindo para a progressão da lesão 

renal. O TGF-β1 urinário é um forte indicativo de evolução da lesão renal, sendo este 

maior em pacientes HIV-positivo com albuminúria (MITCHELL et al., 2016). Nosso 

trabalho mostrou aumento do TGF-β1 urinário nos animais que receberam injeção de 

ADR, assim como observado anteriormente (FALEIROS et al., 2017). Contudo, o 

tratamento com paricalcitol não alterou esse parâmetro.  

 O TGF-β1 através da interação com Smad controla as vias que participam da 

fibrose na nefropatia induzida por ADR (CHANG et al., 2017), associadas com a 

expressão de Col I e fibronectina no tecido renal (MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 

2016). Moléculas da família Smad estão envolvidas na sinalização downstream do 



83 
 

TGF-β1 após sua fosforilação (MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016). Nossos 

dados mostraram que a sinalização de TGF-β1/p-Smad2/3 foi regulada positivamente 

no tecido renal de animais do grupo ADR. Smad2 e Smad3 são mediadores da 

produção de MEC e ativação de miofibroblastos via TGF-β1 (LIU et al., 2019b) ligando-

se ao promotor de colágeno e induzindo a expressão de α-SMA em células epiteliais 

humanas de túbulo proximal (PARDALI et al., 2017). A ativação de Smad2/3 

desencadeia a interação com ZEB2, um fator transcricional co-repressor relacionado 

com o processo de TEM (SOUZA et al., 2023). Este se liga diretamente aos genes 

codificadores de proteínas epiteliais, aumentando as características mesenquimais 

(TSUBAKIHARA; MOUSTAKAS, 2018). Nossos dados mostraram uma redução da 

expressão de ZEB2 no tecido de animais ADR + paricalcitol, associado com a 

diminuição do TGF-β tecidual. Tsai et al. (2019) demonstraram que a vit. D diminui a 

expressão de p-Smad2/Smad2 nas células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVECs) e, na cardiotoxicidade induzida por ADR, o que reduz a fibrose tecidual 

(TSAI et al., 2019). O VDR pode também interagir com Samd3 reduzindo a TEM (XU 

et al., 2020). A menor ativação de TGF-β1/Smad2/3/ZEB2 pelo paricalcitol provocou a 

redução de células com fenótipo mesenquimal no presente estudo, o que estava 

associado com a menor fibrose túbulo-intersticial e deposição de MEC no tecido renal. 

Nossos dados corroboram com estudos feitos anteriormente, que demonstraram que 

a ativação de VDR estava relacionada com a regulação negativa de respostas 

transcricionais da ativação de TGF-β1/Smad em genes pró-fibróticos e recrutamento 

de Smad3, mecanismos que mostraram o feedback genômico de VDR/Smad para a 

regulação da identidade e função celular em modelo de fibrose hepática (DING et al., 

2013). A redução de ZEB2 vista em nosso estudo pode ter atenuado a alta 

permeabilidade à albumina nos podócitos nos animais tratados com paricalcitol, 

demonstrando que esse fator pode ser alvo de mecanismos relacionados à progressão 

de doenças renais (INOTANI et al., 2022; NAKULURI et al., 2019; SOUZA et al., 2023). 

 A via TGF-β1 também está relacionada ao receptor AT1. O bloqueio do AT1 na 

CE da valva mitral contribui para a redução da EndoMT pela diminuição da ativação 

do TGF-β1/Smad (WYLIE-SEARS; LEVINE; BISCHOFF, 2014) e redução da ativação 

de SRA intrarrenal (YANG; XU, 2017). Esses efeitos também foram observados no 

nosso trabalho. A atenuação da expressão de AT1, pode indicar a menor 

vasoconstrição refletida na TFG e na função endotelial, resultados da ativação do 



84 
 

VDR. A vit. D protege a microvasculatura e a perfusão tecidual, melhorando o fluxo 

sanguíneo capilar (LUNDWALL et al., 2015) e diminuindo a ativação do SRA e a 

expressão de seus componentes diretamente associados à via TGF-β1/Smad na 

fibrose renal. A deleção ou redução da expressão de VDR, por outro lado, leva ao 

aumento da expressão renal de componentes do SRA e consequente hipertensão e 

fibrose tecidual (ANDERSEN et al., 2015; DE BRAGANÇA et al., 2018). Além do AT1, 

a ADR induz a fosforilação das MAPKs (p38, JNK e ERK1/2) (LI et al., 2019), o que 

pode estar associado com a perda de podócitos e proteinúria (NI et al., 2018). A 

sinalização das MAPKs é desencadeada por fatores de estresse mecânico e químico, 

em resposta a estímulos externos, o que leva a importantes contribuições na 

proliferação, diferenciação e apoptose celular (SUI et al., 2014; ZHOU et al., 2022). 

Vimos que as sinalizações de MAPKs estavam aumentadas no tecido de animais do 

grupo ADR em comparação aos controles. O paricalcitol por outro lado, foi capaz de 

atenuar essas alterações para p38, JNK e ERK1/2, o que contribui para a melhora 

observada na função e estrutura renal. Estudos mostram esse papel regulador da vit. 

D ativa na atenuação da fosforilação de ERK1/2, JNK e p38 (CHUNG et al., 2017; DE 

ALMEIDA et al., 2017; KIM et al., 2013), que pode refletir em redução de vias 

relacionadas com a proliferação celular (DE ALMEIDA et al., 2017). 

 Diversos estudos tem mostrado o efeito anti-inflamatório da vit. D. O acúmulo 

e migração de macrófagos em doenças renais estão associados a lesão funcional e 

estrutural (HUEN; CANTLEY, 2017). No nosso estudo foi observado que o paricalcitol 

atenua o acúmulo de macrófagos em todos os compartimentos avaliados dos animais 

do grupo ADR + paricalcitol, assim como atenua a secreção de citocinas e ativação 

de vias pró-inflamatórias. As expressões de TNF-α e IL-1β estavam aumentadas em 

animais ADR, demonstrando a resposta da atividade pró-inflamatória causada por 

ADR em ratos. Em nosso estudo, o paricalcitol provavelmente exerceu seus efeitos 

anti-inflamatórios por aumentar os níveis de arginase I. Nos últimos anos, a arginase 

I tem sido associada a macrófagos reparadores associados com a proliferação de 

células tubulares após lesão aguda isquêmica (SHIN et al., 2022). Esses macrófagos 

denominados de M2 são reconhecidos por sua ação na resolução da resposta 

inflamatória. As diferentes isoformas da enzima arginase, tanto a II quanto a I, estão 

envolvidas com o endotélio para produzir óxido nítrico, mas também com o sistema 

imune. Enquanto a superexpressão da arginase II em macrófagos aumenta a 
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produção de citocinas pró-inflamatórias, a arginase I inibe e atenua a inflamação no 

tecido cardíaco (LI et al., 2022b). Em nosso estudo, observamos uma redução da 

arginase II e um aumento da arginase I nos animais tratados com paricalcitol em 

modelo de nefropatia induzida por ADR. Portanto, dos macrófagos imunolocalizados 

nos animais ADR + paricalcitol, parte deles possuem atividade anti-inflamatória e 

reparadora, mantendo o perfil M2 no tecido, atenuando a fibrose tecidual e modulando 

a resposta imune. No modelo de lesão renal aguda isquêmica também ocorre lesão 

do compartimento medular externo, onde os macrófagos produzem a arginase I 

localmente, embora os macrófagos também se acumulem na região cortical (SHIN et 

al., 2022), comprovando mais uma vez a interação de células tubulares e células 

inflamatórias em regiões onde ocorre a lesão de CE. Essa hipótese foi confirmada por 

Chang et al. (2022) que mostraram que o aumento da sinalização de Ang-2/Tie-2 em 

CE induz a maior infiltração de macrófagos e secreção de citocinas pró-inflamatórias 

e pró-fibróticas, como proteína quimioatrativa de monócitos (MCP-1), α-SMA, 

deposição de colágeno e TGF-β. Esses autores mostraram que essas citocinas eram 

mais secretadas quando as CE eram expostas a Ang-2 independente da presença de 

Ang-1 e que diminuíam quando a sinalização de Tie-2 era retirada, demonstrando a 

ação desse eixo para o recrutamento, migração e proliferação de macrófagos na lesão 

renal progressiva (CHANG et al., 2022). Em nosso trabalho, vimos uma diferença entre 

o grupo controle e paricalcitol para a arginase I. Isso reforça nossa hipótese de que a 

vit. D atenua o processo inflamatório quando o tecido está em lesão, do contrário, 

esses macrófagos não são recrutados para o tecido que está saudável e com menor 

ações pró-inflamatórias e fibróticas induzidas pela ADR e Ang-2. Em conjunto, 

reforçamos que o paricalcitol tem ação anti-inflamatória, evidenciada pela diminuição 

de macrófagos com perfil M1 e aumento do perfil M2. 

 A ativação de VDR suprime também a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

de macrófagos através da regulação negativa de NF-κB, além de diminuir a infiltração 

de células inflamatórias (WANG et al., 2014). Consta na literatura que a ativação das 

vias da MAPKs e NF-κB estão envolvidas na resposta imune em modelo de nefrites, 

o que é modulado pela vit. D (LI et al., 2022a; WANG et al., 2014). Em nosso trabalho, 

não observamos diferenças na expressão de NF-κB nos grupos tratados, embora as 

suas duas proteínas inibitórias IκBα e IκBβ, que degradam e previne a translocação 

da subunidade p65 do NF-κB para o núcleo (SUN, 2017), estavam diminuídas no 
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grupo pré-tratamento com paricalcitol, sugerindo portanto a ação da vit. D na 

modulação dessas vias mesmo que de forma indireta. Estudos mostraram o papel 

anti-inflamatório da vit. D ativa na redução da ativação de NF-κB (LI et al., 2022a; XU 

et al., 2019) na ativação de TGF-β1/Smad2/3, mecanismo que contribui para a maior 

disponibilidade de Smad7, o que aumenta a expressão e atividade de IκBα, efeitos que 

contribuem para a redução do infiltrado de células inflamatórias no tecido renal (MENG 

et al., 2015; MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016). Nossos resultados podem 

indicar novos mecanismos do paricalcitol em reduzir o infiltrado de células 

inflamatórias e consequente processo inflamatório, no tecido renal no modelo de 

nefropatia induzida por ADR. 

 Ainda sobre parâmetros inflamatórios, analisamos a via SDF-1α/CXCR4. Na 

nefropatia induzida por ADR ocorre a ativação de CXCR4 pela ligante SDF-1α, que 

desencadeia maior fosforilação de ERK1/2 e ativação de β-Catenina para induzir a 

lesão podocitária e proteinúria (MO et al., 2022). Esse mecanismo molecular também 

pode ser visto no nosso trabalho, onde essas três proteínas (CXCR4, SDF-1α e β-

Catenina) estavam elevadas no tecido de animais do grupo ADR em relação aos 

controles, evidenciando novas vias independentes de TGF-β para a evolução das 

doenças proteinúricas. Não há muitos trabalhos que reportem a participação da vit. D 

e o receptor CXCR4. Um trabalho anteriormente realizado em nosso laboratório, 

mostrou a diminuição desse receptor em animais tratados com calcitriol na lesão renal 

aguda (OLIVEIRA et al., 2022). Chang et al. (2021) e Oliveira et al. (2022) mostraram 

que após uma supressão de CXCR4 ocorre uma maior regeneração de células 

tubulares e menor disfunção endotelial (CHANG et al., 2021b; OLIVEIRA et al., 2022). 

Estes resultados somados aos dados de endotélio e fatores pró e antiangiogênicos, 

demonstram que o paricalcitol, contribui para vias importantes para a regeneração e 

preservação da célula endotelial, sendo um renoprotetor, diminuindo a toxicidade 

endotelial. O paricalcitol ainda foi capaz de modular a atividade de β-Catenina. A vit. 

D ativa contribui para a menor expressão de vias pró-fibróticas como a Wnt/β-Catenina 

através da diminuição de glicogênio sintase quinase-3beta (GSK-3β) e Snail, proteínas 

e fatores transcricionais que levam a TEM de podócitos e proteinúria (GUO et al., 

2014), por interação física direta de VDR/β-Catenina, reduzindo a β-Catenina nuclear 

e com isso, a proliferação celular (XU et al., 2020; ZHANG; WU; SUN, 2013). 

Evidências ainda apontam o papel da β-Catenina para o acúmulo de macrófagos na 
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fibrose cardíaca (METHATHAM et al., 2021) e ligantes Wnt induzidos por macrófagos 

e Ang-2 auxiliam em mecanismos pró-apoptóticos de CE renais (CHANG et al., 2022). 

Novamente, em nosso modelo podemos observar as ações diretas e indiretas do 

paricalcitol e interação entre CE e tubulares para reduzir mecanismos de inflamação 

e fibrose na lesão renal progressiva.  

 Em resumo, o presente estudo investigou os efeitos da ativação do VDR pelo 

paricalcitol na lesão renal progressiva induzida por ADR em ratos. Nossos resultados 

mostraram que o paricalcitol atenuou as alterações de função e estrutura renal. A 

ativação do VDR suprimiu a EndoMT e TEM por diferentes efeitos: (i) efeitos 

antiproteinúricos diretamente em podócitos e CE na barreira de filtração glomerular; 

(ii) manutenção da densidade capilar tecidual; (iii) fosforilação de eNOS e maior 

biodisponibilidade de NO; (iv) equilíbrio dos eixos das angiopoietinas/Tie-2 e 

VEGF/VEGFR2; (v) supressão da desdiferenciação celular e deposição de MEC; (vi) 

inibição da fosforilação de Smad2/3 e transcrição de ZEB2; (vii) redução de AT1 

intrarrenal; (viii) redução do processo inflamatório; (ix) inibição da ativação da via SDF-

1α/CXCR4/β-Catenina; (x) reequilíbrio dos processos proliferativos. Todos os 

possíveis mecanismos envolvendo os efeitos pleiotrópicos da interação 

VDR/paricalcitol que foram vistos no presente estudo estão representados na Figura 

21.  
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Figura 21 - Resumo gráfico dos possíveis mecanismos celulares da ativação do VDR na nefropatia 
induzida por ADR. (a). mecanismos relacionados a podócitos. A maior expressão e ativação do VDR 
pelo paricalcitol, atenua a lesão de podócitos induzida por ADR, inibindo processos de desestabilização 
celular, prevenindo lesão de citoesqueleto e deposição de MEC nos glomérulos. Neste caso, o excesso 
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de albumina também contribui para a lesão da barreira de filtração glomerular. (b). mecanismos 
relacionados as CE. A interação paricalcitol/VDR atenua a ativação do eixo Ang-2/Tie-2, inibindo a 
rarefação capilar tanto glomerular quanto peritubular. Adicionalmente, a ativação de VDR e maior 
interação de VEGF/VEGFR2 induzem a maior fosforilação de eNOS. Esses mecanismos, somado a 
inibição de arginase II resultam em maior disponibilidade de NO para o tecido renal. (c). mecanismos 
comuns relacionados a lesão renal progressiva induzida por ADR. A lesão de células epiteliais e CE 
induzidas pela ADR funcionam como sinal pró-inflamatório/fibrótico. O tratamento com paricalcitol 
diminui a ativação de TGF-β1 dependente de Smad2/3, desencadeando menor transcrição de ZEB2, 
expressão de marcadores mesenquimais (α-SMA, vimentina) e acúmulo de MEC (Col I e fibronectina). 
A redução desses mecanismos resulta na menor ativação de miofibroblastos. A menor expressão 
tecidual de TGF-β1 também desencadeia diminuição de vias independentes de Smad, como a menor 
expressão de AT1 e ativação de MAPKs (p-p38, p-JNK, p-ERK1/2). A ativação de VDR diminui a 
expressão de macrófagos com perfil pró-inflamatórios (M1-CD68 positivos) e secreção de citocinas pró-
inflamatórias (IL-1β e TNF-α), ao passo que aumenta a expressão de macrófagos com perfil anti-
inflamatório ou reparadores (M2, arginase I). A redução do infiltrado de células inflamatórias, reflete em 
maior expressão de IκBα e IκBβ, que impedem a translocação de NF-κB para o núcleo. Adicionalmente, 
a interação de SDF-1α/CXCR4 também é menor, resultando em menor acúmulo de β-Catenina no 
tecido renal ou interação nuclear de VDR com β-Catenina, diminuindo também a deposição de MEC e 
proliferação celular. Outras vias podem estar envolvidas, como a Wnt. A ativação de VDR preserva a 
expressão de ZO-1 na célula, o que diminui a expressão de PCNA, devido a menor translocação de 
ZONAB para o núcleo, indicando maior estabilidade celular e manutenção da diferenciação e 
proliferação celular. A maior recuperação de VDR nucleares e citoplasmáticos, e disponibilidade de 
vitamina D intrarrenal contribuíram para a recuperação das alterações da função e estrutura renal 
observadas no modelo de nefropatia induzida por ADR. ADR, adriamicina. Ang-1, angiopoietina-1. Ang-
2, angiopoietina-2. AT1, receptor para angiotensina II (Ang II) tipo 1.CD68, grupo de diferenciação 68. 
CE, células endoteliais. Col I, colágeno 1. CXCR4, receptor tipo 4 de quimiocina C-X-C. eNOS, óxido 
nítrico sintase endotelial. eNOS, óxido nítrico sintase endotelial. IL-1β, interleucina 1 beta. IκBβ, inibidor 
de fator nuclear-kappa B beta, IκBα, inibidor de fator nuclear-kappa B alfa, JG12, aminopeptidase P. 
MAPK, proteínas ativadas por mitógeno. MEC, matriz extracelular. NF-κB, fator nuclear-kappa B. NO, 
óxido nítrico. PCNA, antígeno nuclear de células em proliferação. p-ERK1/2, proteína quinase regulado 
por sinal extracelular. p-JNK, c-Jun N-terminal quinase. p-p38, fosfo-p38 MAPK (proteína quinase 
ativada por mitógeno). SDF-1α, fator 1 derivado de células estromais. Smad, small mothers against 
decapentaplegic. TGF-β1, fator de crescimento transformador beta 1. Tie-2, receptor tirosina quinase 
endotélio específico. TNF-α, fator de necrose tumoral alfa. VDR, receptor de vitamina D. VEGF, fator 
de crescimento endotelial vascular. VEGFR2, receptor tipo 2 para fator de crescimento endotelial 
vascular. ZO-1, zonula occludens. ZONAB, ácido nucleico associado a ZO-1. RXR, receptor retinóide 
X. VDRE, elemento responsivo a vitamina D. α-SMA, alfa-actina de musculo liso.  
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7 CONCLUSÃO  

 Concluindo, o presente estudo fornece evidências da participação do VDR 

como um importante regulador da EndoMT e TEM em resposta ao início da lesão renal 

progressiva induzida por ADR. Nossos dados também enfatizam a importância da 

medula renal e dos capilares peritubulares na manutenção da função e estrutura renal. 

Os resultados sugerem que o paricalcitol pode ter um efeito potencialmente preventivo 

e terapêutico na proteção da função e estrutura renal frente a fibrose e inflamação, 

reduzindo a lesão de CE e epiteliais observadas na lesão renal precoce induzida por 

ADR. 
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