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RESUMO 

BELLA, L.M. Colecalciferol regula os parâmetros hematológicos e a 
produção de citocinas pró-inflamatórias renais em camundongos diabéticos 
e nas células RAW 264.7. 2018. 108 F. Tese (Doutorado) - Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

Os efeitos causados pelo tratamento em conjunto da insulina e do colecalciferol em 
indivíduos diabéticos não estão completamente elucidados. O presente trabalho avaliou o 
efeito de ambos os hormônios nos rins, no fígado, no coração e nos parâmetros 
hematológicos de camundongos machos (C57BL/6) sadios e diabéticos, bem como a 
ação do colecalciferol (in vitro) na resposta imunológica desenvolvida pelas células RAW 
264.7 e pelos macrófagos peritoneais (MP) após estímulo com lipopolissacarídeo (LPS). 
Após dez dias da administração da aloxana (60 mg/kg), animais diabéticos exibiram 
redução do ganho de peso corporal e hiperglicemia quando comparados aos animais que 
receberam salina. No sétimo dia do período experimental, foi verificado que animais 
diabéticos que não receberam nenhum hormônio, em relação aos não diabéticos, 
exibiram redução do peso corporal, dos níveis de hemoglobina (Hb), hematócrito, 
hematimetria, insulina, TNF-α e IL-6 (coração) e aumento da glicemia, da relação peso 
corpóreo/peso rim esquerdo, das concentrações séricas de ureia, creatinina, Fosfatase 
Alcalina (FAL), Lactato desidrogenase (LDH) e lactato, fator de necrose tumoral (TNF)-α, 
interleucina (IL)-6 e IL-10 (no rim); o tratamento com insulina (1 UI/300 mg/dL glicemia), 
em relação aos animais diabéticos não tratados, promoveu aumento do peso corporal, 
das concentrações séricas de insulina e redução da glicemia, das concentrações séricas 
de ureia e da razão TNF-α/IL-10 (coração); o tratamento com colecalciferol (800 UI/dia), 
em relação aos animais diabéticos não tratados, promoveu aumento das concentrações 
séricas de 25-hidroxicolecalciferol [25(OH)D], Hb, hematócrito, hematimetria, IL-10 
(coração) e reduziu IL-6, IL-10, TNF-α e EPO (rim); os animais diabéticos tratados com 
insulina, em relação aos animais diabéticos suplementados com colecalciferol 
apresentaram aumento do peso corpóreo, de ureia sérica, IL-6 e TNF-α (coração) e 
redução da glicemia, das concentrações séricas de lactato, de IL-6, TNF-α, IL-10 e EPO 
(rim); os animais -que receberam ambos os hormônios, em relação aos animais tratados 
com insulina, apresentaram aumento sérico de insulina e lactato; os animais diabéticos 
que receberam ambos os hormônios, em relação aos animais diabéticos tratados com 
colecalciferol, exibiram aumento sérico de 25(OH)D, de insulina, além da redução das 
concentrações de IL-10, da razão de TNF-α/IL-10 e TNF-α/IL-6 (coração); animais 
diabéticos que receberam ambos os hormônios, em relação aos diabéticos não 
suplementados com colecalciferol, exibiram: aumento de insulina sérica e redução das 
concentrações séricas de ureia e das razões renal e hepática de TNF-α/IL-6; células 
RAW 264.7 estimuladas pelo LPS e tratadas com 100 nM colecalciferol exibiram maior 
expressão da CYP27B1 e redução na liberação de mediadores inflamatórios quando 
comparadas ao grupo estimulado pelo LPS. Entretanto, não foi observado o mesmo 
efeito nos MP. Em conjunto, os resultados sugerem que: 1) em animais diabéticos, o 
colecalciferol pode modular parâmetros hematológicos e que a insulina pode melhorar a 
função renal, bem como a recuperação do peso corporal; 2) o colecalciferol pode ser 
metabolizado pelas células RAW 264.7 e modular a resposta imunológica desencadeada 
pelo LPS. 

Palavras-chaves: Vitamina D, células RAW 264.7, Lipopolissacarídeo, Sistema imune, 

hormônios. 



 
 

ABSTRACT 

BELLA, L.M. Colecalciferol regulates haematological parameters and the 
production of renal proinflammatory cytokines in diabetic mice and RAW 264.7 
cells. 2018. 108 F. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

The effects caused by the treatment of insulin and cholecalciferol in diabetic subjects are 
not completely elucidated. The present study evaluated the effect of both hormones on 
the kidneys, liver, heart and hematological parameters of healthy and diabetic male mice 
(C57BL/6), as well as the action of cholecalciferol (in vitro) on the immune response 
developed by the cells RAW 264.7 and peritoneal macrophages (MP) after stimulation 
with lipopolysaccharide (LPS). After ten days of alloxan administration (60 mg/kg), 
diabetic animals exhibited a reduction in body weight gain and hyperglycemia when 
compared to animals that received saline. On the seventh day of the experimental period, 
it was verified that diabetic animals that did not receive any hormones, in relation to non-
diabetics, showed reduction of body weight, hemoglobin (Hb), hematocrit, hematimetry, 
insulin, TNF-α and IL- 6 (heart) and increased glycemia, body weight / left kidney weight, 
serum urea, creatinine, Phosphatase Alkaline, lactate dehydrogenase (LDH) and lactate 
levels, tumor necrosis factor (TNF) interleukin (IL) -6 and IL-10 (in the kidney); diabetic 
mice treated with insulin (1 IU / 300 mg/dL glycemia) in relation to untreated diabetic 
animals promoted increased body weight, serum insulin levels and blood glucose 
lowering, serum urea levels and TNF-α ratio / IL-10 (heart); diabetic animals treated with 
cholecalciferol (800 IU/day), in relation to untreated diabetic animals, exhibited increased 
serum levels of 25-hydroxycholecalciferol [25 (OH) D], Hb, hematocrit, hematimetry, IL-10 
(heart) and reduced IL-6, IL-10, TNF-α and EPO (kidney);insulin-treated diabetic animals 
compared to diabetic animals supplemented with cholecalciferol exhibited an increase of 
body weight, serum urea, IL-6 and TNF-α (heart) and a reduction of glycaemia, serum 
lactate levels, IL-6, TNF- α, IL-10 and EPO (kidney); animals that received both 
hormones, compared to animals treated with insulin exhibited an increase of insulin and 
lactate serum levels; diabetic animals that received both hormones, compared to diabetic 
animals treated with cholecalciferol, exhibited an increase of 25(OH)D and insulin serum 
levels, and a reduction of IL-10, TNF-α/IL-10 and TNF-α/IL-6 ratios (heart); diabetic 
animals that received both hormones, compared to diabetic animals not supplemented 
with cholecalciferol, exhibited an increase of insulin and reduced urea serum levels and 
reduced renal and hepatic TNF-α/IL-6 ratios; LPS-stimulated RAW 264.7 cells and treated 
with 100 nM cholecalciferol exhibited greater CYP27B1 expression and reduced release 
of inflammatory mediators when compared to the LPS-stimulated group. However, the 
same effect was not observed in PM. Taken together, the results suggest that: 1) in 
diabetic animals, cholecalciferol may modulate hematological parameters and that insulin 
may improve renal function as well as recovery of body weight; 2) cholecalciferol can be 
metabolized by RAW 264.7 cells and modulate the immune response triggered by LPS. 

Keywords: Vitamin D, RAW 264.7 cells, Lipopolysaccharide, Immune system, hormones. 



 
 

SUMÁRIO 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES ...................................................................................... i 

LISTA DE ABREVIATURAS ................................................................................... ii 

LISTA DE SÍMBOLOS ............................................................................................ v 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................... 1 

1.1. VITAMINA D .................................................................................................... 1 

1.1.1. Síntese da vitamina D ................................................................................ 1 

1.1.2. Catabolismo da vitamina D ........................................................................ 3 

1.1.3. Receptor de vitamina D .............................................................................. 4 

1.2. SISTEMA IMUNOLÓGICO .............................................................................. 5 

1.2.1. Modulação do sistema imune pela vitamina D ........................................ 8 

1.3. DIABETES MELLITUS .................................................................................... 9 

1.3.1. Diabetes mellitus do tipo 1 ...................................................................... 13 

1.3.2. Modelos animais de diabetes mellitus ................................................... 15 

1.3.3. Diabetes mellitus e insulina .................................................................... 16 

1.3.4. Relação entre o diabetes mellitus, a vitamina D e a insulina ............... 18 

1.4. ERITROPOETINA ......................................................................................... 19 

2. OBJETIVOS ..................................................................................................... 22 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................... 24 

3.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL ................................................................... 24 

3.2. ANIMAIS ........................................................................................................ 24 

3.3. INDUÇÃO DO DIABETES MELLITUS .......................................................... 25 

3.4. DIVISÃO DOS ANIMAIS ............................................................................... 25 

3.5. SUPLEMENTAÇÃO COM VITAMINA D........................................................ 25 

3.6. TRATAMENTO COM INSULINA ................................................................... 25 

3.7. LAVADO PERITONEAL E CULTURA DOS MACRÓFAGOS PERITONEAIS

 ............................................................................................................................. 26 

3.8. TRATAMENTO DOS MP E DAS CÉLULAS RAW 264.7 COM 

COLECALCIFEROL E ESTÍMULO COM LPS ..................................................... 26 

3.9. ENSAIO PARA ATIVIDADE DO METABOLISMO MITOCONDRIAL ............ 27 

3.10. MONITORAMENTO DOS PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E 

BIOQUÍMICOS E HORMONAIS DOS ANIMAIS .................................................. 27 



 
 

3.11. EXTRAÇÃO DOS TECIDOS, HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUÍMICA 

RENAL ................................................................................................................. 28 

3.12. QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO .. 29 

3.13. QUANTIFICAÇÃO DE NO ........................................................................... 29 

3.14. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL NOS HOMOGENATOS ........... 29 

3.15. EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS POR TÉCNICA DE WESTERN BLOTTING

 ............................................................................................................................. 30 

3.16. ANÁLISE ESTATÍSTICA ............................................................................. 31 

4. RESULTADOS ................................................................................................. 33 

4.1. MONITORAMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES 

MELLITUS ............................................................................................................ 33 

4.2. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS HORMONAIS SÉRICOS E 

HEMATOLÓGICOS .............................................................................................. 35 

4.3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS RENAIS ................................................. 38 

4.3.1. Peso dos rins ............................................................................................ 38 

4.3.2. Morfologia e metabolismo da vitamina D no rim ................................... 38 

4.3.3. Citocinas e hormônios renais ................................................................. 43 

4.3.4. Bioquímica renal..................................................................................... 435 

4.4. AVALIAÇÃO DO FÍGADO ............................................................................. 46 

4.4.1. Bioquímica do fígado ............................................................................... 46 

4.4.2. Citocinas, EPO e expressão da CYP27A1 no fígado ............................. 47 

4.5. CORAÇÃO .................................................................................................... 49 

4.6. ATIVIDADE METABÓLICA MITOCONDRIAL ............................................... 51 

4.7. AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE NO E EXPRESSÃO DE INOS ................ 53 

4.8. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA ERK1/2 .................................................. 54 

4.9. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA CYP27A1 E CYP27B1 .......................... 55 

4.10. AVALIAÇÃO DAS CITOCINAS ................................................................... 56 

4.11.ATIVIDADE METABÓLICA MITOCONDRIAL E LIBERAÇÃO DE CITOCINAS 

PRÓ-INFLAMATÓRIAS EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS ............................. 57 

5. DISCUSSÃO .................................................................................................... 59 

6. CONCLUSÃO .................................................................................................. 69 

7. REFERÊNCIAS ................................................................................................ 71 

ANEXOS .............................................................................................................. 87 



 

i 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1. Delineamento experimental ....................................................................... 24 

Figura 2. Variações do peso e da glicemia ............................................................... 34 

Figura 3. Hormônios séricos ..................................................................................... 36 

Figura 4. Parâmetros hematológicos ........................................................................ 37 

Figura 5. Peso dos rins ............................................................................................. 38 

Figura 6. Morfologia renal ......................................................................................... 39 

Figura 7. Imunohistoquímica da CYP27A1 renal ...................................................... 40 

Figura 8. Imunohistoquímica da CYP27B1 renal ...................................................... 41 

Figura 9. Imunohistoquímica da CYP24A1 renal ...................................................... 42 

Figura 10. Expressão do VDR renal ......................................................................... 43 

Figura 11. Citocinas e hormônios do rim .................................................................. 45 

Figura 12. Parâmetros bioquímicos renais ............................................................... 44 

Figura 13. Avaliação dos parâmetros hepáticos ....................................................... 46 

Figura 14. Citocinas, EPO e CYP27A1 no fígado.. ................................................... 48 

Figura 15. Citocinas e hormônios no coração. ......................................................... 50 

Figura 16. Atividade do metabolismo mitocondrial das células RAW 264.7 ............. 52 

Figura 17. Liberação de NO e expressão de iNOS pelas células RAW 264.7.......... 53 

Figura 18. Expressão da fosfo-ERK1/2 nas células RAW 264.7 .............................. 54 

Figura 19. Expressão da CYP27A1 e CYP27B1 nas células RAW 264.7 ................ 55 

Figura 20. Concentração das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α liberadas pelas 

células RAW 264.7 .................................................................................................... 56 

Figura 21. Citocinas pró-inflamatórias liberadas pelos macrófagos peritoneais  ...... 57 

file:///E:/Defesa%20Doutorado/Defesa%20Doutorado%2012.06.2018.doc%23_Toc516728953
file:///E:/Defesa%20Doutorado/Defesa%20Doutorado%2012.06.2018.doc%23_Toc516728954
file:///E:/Defesa%20Doutorado/Defesa%20Doutorado%2012.06.2018.doc%23_Toc516728955
file:///E:/Defesa%20Doutorado/Defesa%20Doutorado%2012.06.2018.doc%23_Toc516728956


 

ii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

1,24,25(OH)3D 1α,24,25-trihidroxivitamina D 

1,25(OH)2D–26,23–lactona 1,25–dihidroxicolecalciferol–26,23–lactona 

1,5-AG 1,5-anidroglucitol 

1α,25(OH)2D3 1α,25-dihidroxivitamina D3 

20(OH)D 20-hidroxivitamina D 

24,25(OH)2D 24,25-dihidroxivitamina D 

25(OH)D 25-hidroxivitamina D 

25(OH)D–26,23–lactona 25–hidroxicolecalciferol–26,23–lactona 

7DHC 7–desidrocolesterol 

ADA Associação Americana de Diabetes 

ALT Alanina aminotransferase 

ALX Aloxana 

AP Proteína ativadora 

AST Aspartato aminotransferase 

CD Cluster de diferenciação 

CHCM Concentração de hemoglobina corpuscular média 

CYP24A1 Vitamina D-24-hidroxilase 

CYP27A1 Vitamina D-25-hidroxilase 

CYP27B1 Vitamina D-1α-hidroxilase 

CYP450 Complexo Citocromo P 450 

DAMP Padrões associados a danos moleculares 

DBP Proteína Ligante da Vitamina D 

DM Diabetes mellitus 

DMEM Dulbecco′s Modified Eagle′s 

ELISA Ensaio de imunoabsorção enzimática 

EPO Eritropetina 

ERK Extracelular signal–regulated kinases 

FGF Fator de crescimento de fibroblasto 



 

iii 
 

GLUT Transportador de Glicose 

Hb Hemoglobina 

HbA1c Hemoglobina glicada 

HCM Hemoglobina corpuscular média 

HLA Antígeno Leucocitário Humano 

IDF Fundação Internacional do Diabetes 

IKK IκB kinases 

IL Interleucina 

iNOS Óxido nítrico-sintase induzida 

IRAK Interleukin-1 receptor associated kinase 

JAK Janus Quinase 

LBP Proteína ligante de lipopolissacarídeo 

LDH Lactato Desidrogenase 

LPe Lavado Peritoneal 

LPS Lipopolissacarídeo 

Mal MyD88-adapter-like 

MAPK Proteína kinase ativada por mitógeno 

MD Myeloid differentiation 

MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade 

MP Macrófagos Peritoneais 

MyD Myeloid differentiation primary response gene 

NFAT Fator nuclear de células T ativadas 

NFκB Fator nuclear kapa B 

NO Óxido Nítrico 

OMS Organização Mundial de Saúde 

PAMP Padrões moleculares associados a patógenos 

PBS Tampão Salina Fosfato 

PI3K Fosfatidilinositol 3-Quinase 

pkA Proteína quinase A 

pkC Proteína quinase C 



 

iv 
 

PRR Receptores de reconhecimento de padrões 

PTH Paratormônio 

RANK/RANKL Fator nuclear kapa β/ ligante do receptor do fator nuclear kapa β 

RANKL Ligante do receptor do fator nuclear kapa β 

RXR Receptor retinoide X 

SAPK/JNK Stress-activated protein kinase/Jun-aminoterminal kinase 

SARM Sterile α and HEAT-Armadillo motifs-containing protein 

SBD Sociedade Brasileira de Diabetes 

STAT Transdutor de sinal e ativador de transcrição 

STZ Estreptozotocina 

TAK Transforming growth factor-β-activated kinase 

TBS-T Tampão Tris Salina Tween 

TIR Toll/interleukin1 receptor 

TIRAP Domain-containing adaptor protein 

TLR Receptores do Tipo Toll 

TNF Fator de Necrose Tumoral 

TRAF TNF receptor associated fator 

TRAM TRIF-related adaptor molecule 

TRIF TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β 

UBC Ubiquitin-conjugating enzyme 

UEV1A Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 isoform A 

UVB Ultravioleta B 

VCM Volume corpuscular médio 

VDR Receptor de Vitamina D 

VDRE Elementos de resposta da vitamina D 



 

v 
 

LISTA DE SÍMBOLOS 

: divido por 

< menor que 

> maior que 

°C graus Celcius 

µg micrograma 

µL microlitro 

µm micrometro 

dL decilitro 

g grama 

GL Gay Lussac 

h hora 

Kg Kilograma 

L Litro 

mA miliAmpère 

mg miligrama 

mL mililitro 

mm milímetro 

mm3 milímetro cúbico 

ng nanograma 

nM nanomolar 

nm nanômetro 

pg picograma 

rpm rotações por minuto 

UI unidades internacionais 

v volt 

α alfa 

β beta 

γ gama 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   INTRODUÇÃO



1 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. VITAMINA D 

1.1.1. Síntese da Vitamina D 

Vitamina D é uma terminologia utilizada para caracterizar um conjunto de 

moléculas derivadas do 7–desidrocolesterol (7DHC), que também é conhecido 

como pró-vitamina D. Embora seja conhecida como vitamina, ela é caracterizada 

como um hormônio, devido à principal fonte ser a síntese endógena e a regulação 

fisiológica se assemelhar mais à hormonal do que à nutricional (PEREIRA; 

ALMEIDA, 2008). 

A vitamina D está disponível em duas formas. A vitamina D2 (9,10-

seco(5Z,7E)-5,7,10(19),22-ergostatetraene-3β-ol ou ergocalciferol) é derivada do 

ergosterol que está presente nos fungos e nos vegetais. Já a vitamina D3 (9,10-

seco(5Z,7E)-5,7,10(19)cholestatriene-3β-ol, ou colecalciferol, ou calciol) é 

derivada do colesterol e está presente nos mamíferos (HOLLIS, 1984; CHEN et 

al, 2010, PHILLIPS et al, 2012). O ergocalciferol (peso molecular: 396), ao 

contrário do colecalciferol (peso molecular: 384), possui um grupamento metil 

ligado ao carbono 24 e uma dupla ligação entre os carbonos 22 e 23. 

Nos humanos, a principal forma de obtenção do colecalciferol 

(correspondente a 80% e 90%) ocorre através da exposição à luz ultravioleta (UV) 

B (300 - 325 nm). O 7DHC, presente principalmente no tecido cutâneo, é o último 

intermediário na biossíntese do colesterol através da via de Kandutsch – Russel 

(SLOMINSKI et al, 2017). Essa molécula é clivada entre os carbonos 9 e 10 pela 

radiação UVB resultando na formação da 9,10 - secosterol pré-vitamina D3 (pré - 

vitamina D3). Além disso, a pré - vitamina D3 pode dar origem a três isômeros: o 

Lumisterol3; o Tachysterol3 (compostos que não possuem efeito sobre o 

metabolismo do cálcio e do fósforo); e o colecalciferol (HOLICK, 1994; NORVAL 

et al, 2010; HOLICK, 2008). 

O colecalciferol oriundo da ingestão é incorporado aos quilomicrons, que 

são absorvidos pelo sistema linfático. Já o colecalciferol obtido pela síntese 

cutânea chega à corrente sanguínea através do leito capilar. Para facilitar o 
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transporte através da corrente sanguínea, bem como o acesso ao fígado, a 

vitamina D3, que é lipossolúvel, liga-se à Proteína Ligante da Vitamina D (DBP - 

CHRISTAKOS et al, 2016). Segundo Bickle e colaboradores (1984), 10% a 15% 

da vitamina D circulante podem ser transportadas pela albumina, principal 

proteína globular plasmática que é sintetizada somente no fígado a uma taxa de 

10 a 15 g por dia que pode aumentar até 3 a 4 vezes (BERNARDI et al, 2014). 

Além disso, menos de 1% das isoformas da vitamina D podem circular livre, ou 

seja, sem estarem ligadas à albumina ou à DBP (YOUSEFZADEH et al, 2014). 

Principal transportadora plasmática da vitamina D e dos seus metabólitos, 

a DBP pode também se ligar à actina, aos ácidos graxos e agir como um fator 

quimioatrativo importante no recrutamento de neutrófilos. Essa alfa - globulina, 

sintetizada predominantemente pelas células do parênquima hepático a uma taxa 

diária de 10 mg/Kg, apresenta concentração plasmática de 300 - 600 mg/mL e 

meia vida de 3 dias (SPEECKAERT et al, 2014; CHRISTAKOS et al, 2016). 

No fígado, o colecalciferol é metabolizado a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] 

por algumas isoformas da vitamina D-25-hidroxilase. Essas enzimas pertencem 

ao complexo citocromo (CYP) 450 e podem ser microssomais (CYP2J2, CYP2J3, 

CYP2D11, CYP2D25, CYP3A4, CYP2R1) ou mitocondriais (CYP27A1 - SAWADA 

et al, 2001; GUPTA et al; 2004). Além da atividade 25-hidroxilase, a CYP27A1 

pode atuar no metabolismo do colesterol, através da hidroxilação dos carbonos 

25, 26 e 27 (SAWADA et al, 2001). A 25(OH)D pode ser metabolizada através de 

uma via alternativa pela CYP11A. Essa enzima, expressa na epiderme e no soro, 

atua também na síntese de outros esteroides, como da pregnolona a partir do 

colesterol. A CYP11A hidroxila a 25(OH)D nos carbonos 20 e 22, culminando na 

formação dos metabólitos 20-hidroxivitamina D [20(OH)D] e 22-hidroxivitamina D 

[22(OH)D]. Entretanto, pouco se sabe sobre a atividade biológica de ambos os 

compostos (LANG; ASPINALL, 2017; SLOMINSKI et al, 2017). 

A 25(OH)D pode ser armazenada no tecido adiposo e/ou nos músculos ou 

entrar na corrente saguínea e se ligar à DBP. A 25(OH)D, metabólito da vitamina 

D mais abundante no corpo, apresenta meia - vida de 15 dias. Além disso, essa 

estrutura pode ser considerada o somatório das concentrações de vitamina D 

obtidas através da ingestão e da síntese corporal. Sendo assim, considera-se que 
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a 25(OH)D é o marcador biológico mais adequado para indicar a concentração de 

vitamina D do indivíduo (CASTRO, 2011; HOLICK et al, 2011). 

O complexo formado 25(OH)D-DBP é transportado até o rim, principal 

órgão ativador dessa molécula, onde será filtrado pelos glomérulos 

(CHRISTAKOS et al, 2016). As células epiteliais renais expressam as proteínas 

megalina e cubilina que são receptores para DBP. Esse mecanismo de transporte 

para esteroides, conhecido como sistema endocítico megalina-cubilina, liga-se ao 

complexo 25(OH)D-DBP para internalizá-lo (NEGRI et al, 2006; ROWLING et al, 

2006). No interior celular, a 25(OH)D é dissociada da DBP e migra até a 

mitocondria do túbulo proximal, onde será metabolizada pela vitamina D-1α-

hidroxilase (CYP27B1) à forma biologicamente ativa, conhecida como 1α,25-

dihidroxivitamina D3 [1α,25(OH)2D3] ou calcitriol (SAHAY et al, 2012; 

CHRISTAKOS et al, 2016). Uma vez sintetizada, essa estrutura pode interagir 

com o receptor de vitamina D (VDR) presente na célula ou ser liberada na 

corrente sanguínea e se ligar à DBP para ser eliminada do corpo (CASTRO, 

2011; HOLICK et al, 2011). 

1.1.2. Catabolismo da Vitamina D 

A síntese dos metabólitos da vitamina D e a inativação dos mesmos são 

reguladas para evitar intoxicação devido às altas concentrações séricas desse 

hormônio (ZIMMERMAN, 2001). Esses processos envolvem a inibição da enzima 

anabólica CYP27B1, a ativação da enzima catabólica vitamina D-24-hidroxilase 

(CYP24A1), bem como a alteração das concentrações séricas do fator de 

crescimento de fibroblasto (FGF) 23, do paratôrmonio (PTH), do cálcio e do 

fósforo (ZIMMERMAN, 2001; HOUGHTON; VIETH, 2006). 

A CYP24A1 possui origem mitocondrial e pode agir hidroxilando os 

carbonos 23 e 24 dos metabólitos da vitamina D. Essa enzima pode hidroxilar a 

25(OH)D e a 1,25(OH)D para formar respectivamente, a 24,25-dihidroxivitamina D 

[24,25(OH)2D] e a 1α,24,25-trihidroxivitamina D [1,24,25(OH)3D], que pode 

originar o metabólito inativo biliar conhecido como ácido calcitróico [1α-hidroxi-23-

carboxi-24,25,26,27-tetranorvitamin D3] (ZIMMERMAN, 2001). Além disso, a 

25(OH)D e a 1,25(OH)D também podem ser oxidadas no carbono 23 para formar, 

respectivamente, 25-hidroxicolecalciferol-26,23-lactona [25(OH)D-26,23-lactona] e 



4 

 
 

a 1,25-dihidroxicolecalciferol-26,23-lactona [1,25(OH)2D-26,23-lactona]. Esses 

compostos podem ser excretados na urina, nas fezes e na bile (AKIYOSHI-

SHIBATA et al, 1994; BECKMAN et al, 1996; SAKAKI et al, 2000; CHRISTAKOS 

et al, 2016). 

A elevação de PTH e a hipocalcemia favorecem a produção renal de 

1,25(OH)2D através da indução da CYP27B1 e da inibição da CYP24A1. 

Entretanto, a redução da concentração de PTH, devido à alta concentração sérica 

de 1,25(OH)2D, pode ocorrer de forma direta através da regulação gênica na 

glândula paratireoide ou indiretamente devido ao aumento da concentração sérica 

de cálcio. Além disso, altas concentrações de 1,25(OH)2D podem inibir a atividade 

da CYP27B1 (CHRISTAKOS et al, 2016). A atividade da CYP24A1 pode ser 

estimulada pela 1,25(OH)2D e reduzida pelas baixas concentrações de cálcio e 

PTH (BICKLE, 2014; CHRISTAKOS et al, 2016). O FGF23, produzido 

predominantemente em osteoblastos e em osteócitos, atua de forma endócrina, 

ao contrário dos outros FGFs que agem de forma autócrina/parácrina, e reduz as 

concentrações de 1,25(OH)2D através da estimulação da atividade da CYP24A1. 

Além disso, o FGF23 reduz a absorção renal através da inibição do co-transporte 

de sódio-potássio, bem como da redução da absorção intestinal de fosfato pela 

inibição da CYP27B1 (SAWADA et al, 2001). A Klotho, proteína transmembrana 

de 130 KDa altamente expressa nos túbulos distais renais, também regula a 

síntese da 1,25(OH)2D através da inibição da CYP27B1, bem como da 

estimulação da CYP24A1 (HU et al, 2013; CHRISTAKOS et al, 2016). 

1.1.3. Receptor de Vitamina D 

A atividade biológica da vitamina D é desencadeada pela interação com o 

VDR. Esse receptor, também conhecido como NR111 (subfamília de receptores 

nucleares 1, grupo 1, membro 1), é um fator de transcrição nuclear que pertence 

à superfamília de receptores nucleares para hormônio esteroides (CHRISTAKOS 

et al, 2016). O VDR é expresso em muitas células do corpo humano e, de 

maneira direta ou indireta, participa da regulação de 3% do genoma humano 

(BOUILLON et al, 2008). 

Descrito pela primeira vez por Brumbaugh e Hausseler em 1973, o VDR, 

na ausência do calcitriol e seus análogos, é mais expresso no citoplasma e, como 
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os outros receptores nucleares, pode desencadear ações não genômicas, que 

envolvem o transporte transmembrana de íons (cloreto e cálcio) e a ativação das 

vias das proteínas quinases A (pkA) e C (pkC), fosfolipase C, fosfatidilinositol-3 

kinase (PI3K) e proteína kinase ativada por mitógeno (MAPK - BOUILLON et al, 

2008). 

Na via genômica, uma vez ativado pelo ligante, o VDR se heterodimeriza 

com uma das três isoformas dos receptores retinoides X (RXRα, RXRp, RXRγ) 

para modular os genes alvo da vitamina D (ROCHEL et al, 2000; CHRISTAKOS 

et al, 2016). O calcitriol e seus análogos aumentam a afinidade do VDR com 

proteínas que agem como cofatores, atuando como uma ponte entre o complexo 

VDR-RXR a polimerase II (NAGPAL et al, 2005). 

O complexo formado 1,25(OH)2D–VDR–RXR se transloca até o núcleo 

para se ligar aos elementos de resposta da vitamina D (VDRE), que regulam a 

resposta gênica da vitamina D de duas formas (ALROY et al, 1995; TAKEUCHI et 

al, 1995; HARANT et al, 1997). Positivamente, podem regular a síntese da 

osteopoetina, osteoclacina e do receptor ativador do fator nuclear kapa β/ ligante 

do receptor do fator nuclear kapa β (RANK/RANKL). Por outro lado, o VDR pode 

inibir a expressão gênica ao antagonizar a ativação de fatores de transcrição 

importantes para o desenvolvimento da resposta imunológica, como o fator 

nuclear de células T ativadas (NFAT) e o fator nuclear kapa B (NFκB - ALROY et 

al, 1995; TAKEUCHI et al, 1995; HARANT et al, 1997). 

1.2. SISTEMA IMUNOLÓGICO  

As principais funções do sistema imunológico compreendem proteger o 

indivíduo contra infecções e promover o reparo dos tecidos (ADEREM, 2003). A 

regulação desse sistema, principalmente pelo sistema endócrino, tem sido muito 

estudada (ADORINI; PENNA, 2008). Os macrófagos, células mononucleares de 

origem hematopoiética, são fundamentais nesses processos. Presentes nos 

tecidos, os macrófagos podem ser derivados dos monócitos circulantes ou da 

proliferação local de unidades formadoras de colônias de macrófagos residentes 

(GORDON; TAYLOR, 2005; ZHANG et al, 2008). A função e a morfologia dessas 

células são definidas pelo estágio de ativação celular e pelo microambiente 

tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008). Estudos têm sido realizados com 
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macrófagos peritoneais (MP) e com células de linhagem, como a RAW 264.7, 

para melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na regulação celular 

(BERGHAUS et al, 2010). As alterações genéticas permitem que as células de 

linhagem se proliferem continuamente em meio de cultura, facilitando a 

elucidação de mecanismos celulares que envolvem, por exemplo, o 

reconhecimento de antígenos microbianos (BERGHAUS et al, 2010). 

Os macrófagos expressam receptores de reconhecimento de padrões 

(PRR), como os receptores do tipo toll (TLR) que são importantes no processo de 

diferenciação entre as partículas próprias e as não próprias, bem como na síntese 

de citocinas e de quimiocinas. Além disso, esses receptores reconhecem 

microrganismos através de estímulos oriundos de estruturas intracelulares 

endógenas e da matriz extracelular (DAMP – padrões associados a danos 

moleculares), bem como de moléculas exógenas derivadas de vírus, fungos e 

bactérias (PAMP – padrões moleculares associados a patógenos). O TLR4, 

primeiro TLR descrito em humanos, é considerado um elo entre os ácidos graxos, 

a inflamação e a resposta imunológica inata (MEDZHITOV; PRESTON-

HURLBURT; JANEWAY, 1997; SHI et al, 2006). Poltorak e colaboradores (1998) 

demonstraram que o lipopolissacarídeo (LPS), que é um componente da parede 

celular das bactérias Gram negativas, é um dos agonistas mais importantes do 

TLR4. 

O LPS é uma molécula anfipática composta por ácidos graxos ancorados a 

um polissacarídeo (RAETZ; WHITFIELD, 2002; OKUDA et al, 2016). Esse lipídeo 

complexo é constituído por três regiões: uma cadeia lateral de polissacarídeos 

(antígeno O); uma região do “core” e o principal domínio imunogênico, conhecido 

como lipídeo A (LEON et al, 2008). No organismo, a proteína ligante de LPS 

(LBP), proteína de fase aguda produzida no fígado, é uma das principais 

moléculas que auxiliam no reconhecimento do LPS, formando com o lipídeo A um 

complexo de alta afinidade (SCHUMANN et al, 1990). A ligação com a LBP facilita 

que o LPS seja transferido para o cluster de diferenciação (CD)14 que, em 

conjunto com myeloid differentiation (MD) 2, auxilia na transferência do LPS para 

o TLR4 (PÅLSSON-MCDERMOTT; O'NEILL, 2004). 

Após o reconhecimento do LPS, independente da ligação prévia à LBP, o 

TLR4 apresenta modificações em sua conformação que permitem o recrutamento 
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intracelular das proteínas que apresentam domínios Toll/interleukin1 receptor 

(TIR). Esse domínio é fundamental para o sinal de transdução, uma vez que 

mutações pontuais no TIR podem prejudicar a resposta do TLR4 ao LPS 

(KOZICZAK-HOLBRO et al, 2008). Existem cinco proteínas adaptadoras ao 

domínio TIR: myeloid differentiation primary response gene (MyD) 88; TIR 

domain-containing adaptor protein (TIRAP), também conhecida como MyD88-

adapter-like (Mal); TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β (TRIF); TRIF-

related adaptor molecule (TRAM) e sterile α and HEAT-Armadillo motifs-

containing protein (SARM - LU et al, 2008). 

A ativação da MyD88 recruta e ativa a proteína quinase interleukin-1 

receptor associated kinase (IRAK) 4 que irá recrutar, ativar e degradar IRAK1. 

Esse processo culmina na ativação do TNF receptor associated fator (TRAF) 6. 

TRAF 6 se complexa com ubiquitin-conjugating enzyme (UBC)13 e ubiquitin-

conjugating enzyme E2 variant 1 isoform A (UEV1A) para ativar o transforming 

growth factor-β-activated kinase (TAK)1, que ativa as vias das IκB kinases (IKK), 

bem como da MAPK (LU et al, 2008; KOZICZAK-HOLBRO et al, 2008; ZANONI et 

al, 2011). 

As IKKα, IKKβ e IKK complexam e fosforilam a IκB. Esse processo 

culmina na translocação do NF-kB, importante para a síntese de citocinas pró-

inflamatórias e outros mediadores imunológicos (LU et al, 2008). As MAPK 

representam um grupo importante de proteínas que atuam no crescimento, na 

diferenciação celular, bem como na produção de citocinas. As três principais 

representantes desse grupo são: a proteína kinase ativada por mitógeno (p38 

MAPK) ou p38; extracelular signal–regulated kinases (ERK1/2), ou p42 e p44 e a 

stress-activated protein kinase/Jun-aminoterminal kinase (SAPK/JNK - LI et al, 

2013; SHI et al, 2015). A ativação das MAPK estimula a atividade de transcrição 

do NF-kB, bem como do proteína ativadora (AP)1, culminando na produção de 

vários mediadores imunológicos, como as citocinas (ANGEL; SZABOWSKI; 

SCHORPP-KISTNER, 2001; LU et al, 2008; YOUN et al, 2013). 

As citocinas são pequenas proteínas solúveis que auxiliam na 

comunicação entre as células. Uma das maneiras de regular a resposta 

imunológica, bem como a comunicação entre as imunidades inata ou adaptativa, 

é a modulação da produção e da liberação de citocinas. Macrófagos, monócitos, 
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fibroblastos e células endoteliais, por exemplo, ao serem estimulados por agentes 

inflamatórios produzem citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF)-α, 

interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-8 e IL-12. Além disso, os macrófagos podem liberar 

prostaglandinas, quimiocinas e leucotrienos que, em conjunto com as citocinas, 

podem aumentar a permeabilidade vascular, bem como o recrutamento de células 

imunológicas (ARANGO DUQUE, DESCOTEAUX; 2014). 

A relação entre as MAPK e a óxido nítrico-sintase induzida (iNOS) tem sido 

demonstrada (CHAN & RICHES, 2001). A iNOS é uma enzima que não é 

expressa de forma constitutiva, sendo necessário o estímulo com citocinas e 

endotoxinas, como o LPS. A iNOS pode ser expressa em plaquetas, miócitos, 

hepatócitos, condrócitos, células endoteliais, linfócitos T, neutrófilos e macrófagos 

(DUSSE et al, 2003). 

A iNOS oxida a L-arginina em citrulina, culminando na produção do óxido 

nítrico (NO), que auxilia na regulação de diversos processos, como a 

comunicação neuronal, vasodilatação, morte celular, inibição da agregação 

plaquetaria, bem como na resposta imunológica contra microrganismos (CHAN; 

RICHES, 2001; JOO et al, 2014).  

Nesse sentido, a modulação na produção e na liberação de citocinas e 

outros mediadores pró-inflamatórios, como o NO, é um importante mecanismo 

para melhor compreender a resposta imune no curso de diversas doenças, como 

no diabetes mellitus (DM). 

1.2.1. Modulação do sistema imune pela vitamina D 

A ação clássica da vitamina D é regular o metabolismo ósseo. Entretanto, a 

expressão ubíqua do VDR e da CYP27B1 contribui para a vitamina D atuar de 

maneira pleiotrópica (HOLICK et al, 2011). Estudos demonstram que a relação 

entre esse hormônio e o sistema imune pode influenciar o curso de diversos 

processos fisiológicos e patológicos (KHOO et al, 2011; TAKIISHI et al, 2014). 

Muitos desses trabalhos foram desenvolvidos em modelos animais e em células 

derivadas de humanos que foram submetidos a concentrações de 1α,25(OH)2D 

superiores à fisiológica (LANG; ASPINALL, 2017). 

A vitamina D pode agir nas respostas imunes inata e adaptativa (BIZZARO 

et al, 2017). Ambos os processos podem ser regulados não somente pela via 
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endócrina, mas também de forma parácrina e intrácrina (LANG; ASPINALL, 

2017). Um dos efeitos da imunomodulação da vitamina D é corroborada pela 

melhora do quadro infeccioso e clínico de pacientes acometidos pela tuberculose 

após o tratamento com esse hormônio. A expressão do VDR pelos macrófagos, 

bem como a conversão endógena da 25(OH)D em 1,25(OH)2D pela CYP27B1 

favorecem a ação desse hormônio nas células imunes. Esses fatores contribuem 

para o aumento da síntese e da liberação de peptídeos e das proteínas 

antimicrobianas (catalecidina e β-defensina), de espécies reativas de oxigênio, da 

modulação da expressão da iNOS, da apresentação de antígenos e da autofagia 

(KUNDU et al, 2014; BIZZARO et al, 2017; DANKERS et al, 2017; LANG; 

ASPINALL, 2017). Além disso, de acordo com Bizzaro e colaboradores (2017), a 

deficiência de vitamina D pode prejudicar a resposta imunológica devido à 

redução da maturação dos macrófagos, da expressão da enzima fosfatase ácida, 

bem como da produção de peróxido de hidrogênio. 

Embora as citocinas sejam importantes na regulação da resposta imune, o 

desequilíbrio da produção pode ser prejudicial ao indivíduo (PARRILLO, 1993). 

Nesse sentido o estudo de agentes que modulam esse processo é fundamental 

(ZHANG et al, 2012). Em monócitos, a vitamina D pode atuar como um agente 

anti-inflamatório. A ativação dessas células na presença de 1,25(OH)2D favorece 

a redução da liberação de TNF-α, IL-1α e IL-6, bem como o aumento de IL-10 

(BIZZARO et al, 2017). No estudo de Zhang e colaboradores (2012) monócitos de 

derivados de humanos pré-tratados com 1,25(OH)2D exibiram redução na 

expressão da fosfo-p38, bem como redução na liberação de TNF-α e IL-6. 

Outro fator que pode contribuir para a redução dessas citocinas segundo 

Sanchez-Niño e colaboradores (2012) é a inibição do NFκB. Além disso, a 

produção de 1,25(OH)2D pelos macrófagos pode ser favorecida pela indução da 

CYP27B1 por interferon ou LPS (CHRISTAKOS et al, 2016). 

1.3. DIABETES MELLITUS 

A terminologia "diabetes" é derivada da palavra grega antiga "diabainen" 

("passar") e indica o fluxo excessivo de urina através do rim. Mais tarde foi 

acrescido o termo "mellitus" ("doce") para diferenciar esta condição de outras que 

produzem excesso de urina “não doce” (revisto por ZACCARDI et al, 2016). 



10 

 
 

O DM é, segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), 

um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos cuja hiperglicemia, principal 

característica comum, é resultante de defeitos da ação e/ou secreção da insulina 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Associação 

Americana de Diabetes (ADA), a classificação do DM é baseada na etiologia. 

Nesse sentido, o DM é subdividido em: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros 

tipos específicos de DM e DM gestacional. Além disso, indivíduos que 

apresentam glicemia superior aos valores de referência, mas abaixo dos valores 

indicados para diagnosticar o DM, bem como tolerância à glicose diminuída são 

classificados como pré - diabéticos. Embora essas duas condições não sejam 

entidades clínicas, ambas são consideradas fatores de risco para o DM, bem 

como para as doenças cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2017). 

De acordo com a SBD (2017), a confirmação do diagnóstico do DM é 

realizado através da repetição dos exames alterados (preferencialmente utilizando 

a mesma técnica do exame anterior) em uma segunda amostra de sangue. O 

diagnóstico laboratorial é fundamentado em três critérios a partir dos valores 

glicêmicos. 

1º Glicemia casual (aferida a qualquer hora do dia, independente do horário 

das refeições) igual ou maior a 200 mg/dL acompanhada de poliúria, polidipsia e 

perda ponderal; 

2º Glicemia de jejum (período entre 10 e16h) igual ou superior a 126 mg/dL 

(7 mmol/L). A repetição do teste em outro dia deve ser realizada para confirmação 

do diagnóstico caso haja pequenas elevações da glicemia; 

3º Glicemia igual ou superior a 200 mg/dL após 2 h da sobrecarga de 75 g 

de glicose. 

Ao contrário das variações glicêmicas que ocorrem durante o dia devido à 

ingestão de alimentos e a prática de atividades físicas, a concentração de 

hemoglobina glicada (HbA1c) permanece praticamente estável com o tempo. Em 

indivíduos saudáveis, ou seja, que não apresentem anemia, uremia, 

hemoglobinopatias ou outras condições que alterem o metabolismo das 

hemácias, o tempo de meia-vida é 100 a 120 dias com uma taxa de remoção 
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diária de 1% (LIPPI; TARGHER, 2010; JELKMANN, 2016; SOCIEDADE 

BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). Além disso, a glicemia das últimas 8 a 12 

semanas é diretamente proporcional à concentração da HbA1c. Sendo assim, a 

ADA em 2009 propôs a utilização da HbA1c como critério de diagnóstico e de 

monitoramento do DM. De acordo com as modificações realizadas em 2010, o 

indivíduo pode ser diagnosticado com DM ao apresentar concentração de HbA1c 

igual ou superior a 6,5%. Além disso, indivíduos cujas concentrações de HbA1c 

estejam entre 6% e 6,4% apresentam alto risco de evoluir para o DM, sugerindo 

que esse parâmetro seja um importante preditor de risco para a doença 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). Esse resultado precisa ser 

confirmado em outra coleta exceto se o indivíduo apresentar os sintomas 

clássicos do DM ou glicemia aleatória igual ou superior a 200mg/dL (SACKS, 

2007; COMITÊ INTERNACIONAL DE ESPECIALISTAS, 2009; SOCIDADE 

BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). Além disso, outros parâmetros séricos que 

podem ser utilizados no acompanhamento dos indivíduos diabéticos são a 

glicemia pós - prandial, a albumina glicada, a frutosamina, e o 1,5-anidroglucitol. 

Entretanto, nenhum deles é validado para o diagnóstico laboratorial do DM 

(SOCIDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). 

Uma das grandes dificuldades para utilizar a glicemia pós - prandial como 

uma ferramenta de diagnóstica é estabelecer valores de referencia adequados. 

Além disso, a variabilidade da concentração de albumina glicada podem se 

correlacionar com algumas complicações do DM, como as renais, por exemplo. 

Entretanto, em relação à concentração de HbA1c, essa correlação é variável 

(SOCIDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). 

A dosagem da frutosamina pode ser indicada para mensurar a glicação das 

proteínas séricas, cuja principal é a albumina. A frutosamina pode ser uma 

alternativa à dosagem de HbA1c em indivíduos acometidos por 

hemoglobinopatias e/ou anemias. Entretanto, a relação entre as concentrações 

séricas da frutosamina e o desenvolvimento das complicações oriundas do DM 

não está bem estabelecida como a relação com a concentração de HbA1c 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). 

A concentração de 1,5-anidroglucitol (1,5-AG), embora não seja 

rotineiramente solicitado pelos médicos, tem sido considerado um índice de 
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labilidade do controle da glicemia, do tempo de exposição do indivíduo à 

hiperglicemia, bem como da hiperglicemia pós-prandial. A reabsorção do 1,5-AG 

ocorre nos túbulos renais e pode ser inibida pela glicose de forma competitiva. O 

aumento da filtração glomerular da glicose oriundo da hiperglicemia reduz a 

reabsorção tubular do 1,5-AG, culminando no aumento da excreção renal e na 

redução da concentração sérica do mesmo. Dessa forma, a redução das 

concentrações séricas de 1,5-AG pode culminar no aumento da glicosúria e da 

duração da hiperglicemia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). 

O comprometimento do controle glicêmico favorece a manifestação da 

tétrade sintomatológica clássica presente nos indivíduos diabéticos: polifagia, 

polidipsia, poliúria e perda ou redução no ganho ponderal (ATKINSON; 

EISENBARTH; MICHELS, 2014; SOCIDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). 

Além disso, o DM também pode ser considerado uma das causas mais comuns 

de amputações não traumáticas de membros inferiores, bem como de cegueira 

irreversível e de doença renal crônica (SOUZA et al, 2012). 

As complicações oriundas do DM podem ser divididas em agudas e 

crônicas. No primeiro grupo estão a hipoglicemia, a cetoacidose diabética, o 

estado hiperosmolar hiperglicêmico, o coma diabético hiperglicêmico, as 

convulsões ou perda de consciência e as infecções. No segundo grupo estão a 

nefropatia, neuropatia, retinopatia, doença arterial coronariana (que pode culminar 

em angina ou infarto do miocárdio), a encefalopatia diabética e o pé diabético 

(FUNDAÇÃO INTERNACIONAL DO DIABETES, 2017).  

O DM é um dos principais responsáveis pelo aumento mundial da 

morbidade e da mortalidade (PARCHWANI; UPADHYAH, 2012). Estima-se que 

415 milhões de pessoas sejam acometidas pelo DM e que, segundo a Fundação 

Internacional do Diabetes (IDF - 2017), esse número aumente para 471 milhões 

em 2035 e para 642 milhões em 2040. De acordo com Souza e colaboradores 

(2012), as complicações causadas pelo DM podem ser responsáveis, direta ou 

indiretamente, por aproximadamente 4 milhões de mortes por ano, representando 

9% da mortalidade mundial. O IDF (2017) estima que mais de 8,8% dos adultos 

são acometidos pelo DM. A natureza crônica, as gravidades das complicações e 

as estratégias utilizadas para realizar o monitoramento e o controle da evolução 

da doença fazem com que o DM seja oneroso para os indivíduos e suas 
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respectivas famílias e para o sistema de saúde (SOCIDADE BRASILEIRA DO 

DIABETES, 2017).  

Dependendo da prevalência e do grau de complexidade do tratamento 

disponível, um país pode gastar diretamente com indivíduos acometidos pelo DM 

em torno de 2,5% - 15% do orçamento anual destinado à saúde. Nos Estados 

Unidos da América, estima-se que os custos relativos à saúde de um indivíduo 

acometido pelo DM sejam entre duas a três vezes maiores quando comparados 

aos custos relacionados a um indivíduo sem a doença (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Os gastos (em dólares) relacionados à 

saúde dos indivíduos diabéticos em 2017 foram U$ 377,3 bilhões na América do 

Norte e o Caribe; U$ 166 bilhões na Europa e 29,3 bilhões nas Américas do Sul e 

Central (FUNDAÇÃO INTERNACIONAL DO DIABETES, 2017). 

1.3.1. Diabetes mellitus tipo 1 

O DM1, embora possa ser diagnosticado em qualquer fase da vida, é mais 

prevalente entre as crianças e os jovens (idade inferior a 19 anos), sendo que, em 

adultos jovens pode afetar igualmente homens e mulheres (FUNDAÇÃO 

INTERNACIONAL DO DIABETES, 2017). Segundo os dados apresentados pela 

IDF (2017), estima-se que, no ano de 2016 em todo o mundo, existiam 1.106.200 

pessoas com idade inferior a 20 anos diagnosticadas com DM1, sendo que, 

aproximadamente, um quarto (28,4%) vivia na Europa e um quinto (21,5%) na 

América do Norte e Caribe. Além disso, a projeção de crescimento anual global é 

3%, principalmente entre indivíduos com idade inferior a 15 anos (FUNDAÇÃO 

INTERNACIONAL DO DIABETES, 2017). De acordo com a IDF (2017), estima-se 

que 30 mil brasileiros sejam acometidos pelo DM1, sendo que o Brasil ocupa a 

terceira posição na prevalência mundial. Devido às manifestações iniciais serem 

mais características, os estudos de incidência do DM1 são mais comuns em 

relação aos outros grupos do DM (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2017). A incidência é variável, sendo maior em países escandinavos e europeus 

de alta latitude (como os países do Reino Unido) e quase nula na China e no 

Japão. Essa diferença pode ser atribuída a fatores genéticos e ambientais (DIAZ-

VALENCIA et al, 2015; KATSAROU et al, 2017). 
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A patogênese do DM1 é multifacetada, sendo composta por fatores 

genéticos, ambientais e autoimunes (KRISHNA et al, 2015). Forma presente em  

aproximadamente 5% a 10% dos casos de DM, o DM1 é uma consequência da 

destruição das células beta pancreáticas sem aparente comprometimento das 

células alfa (secretoras de glucagon), delta (secretoras de somatostatina) e PP 

(secretoras do polipeptídico pancreático). A redução da massa de células beta 

pancreáticas pode ser variável, bem como a presença de lesões oriundas da 

insulite, uma das principais características do DM1, sugerindo que esses 

processos sejam regulados por diversos fatores. Outra característica 

histopatológica relevante, além do infiltrado linfocitário nas ilhotas pancreáticas, é 

o aumento da expressão do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de 

classe I pelas células endócrinas, sugerindo que infecções virais das células beta 

podem contribuir para o curso do DM1 (CHRISTOFFERSSON et al, 2016). 

O DM1 pode ser subdividido em duas categorias. O tipo 1A ou autoimune, 

presente em 90% dos casos, é caracterizado pela destruição imunomediada das 

células beta com presença de autoanticorpos anti-ilhotas ou contra antígenos 

específicos das ilhotas, como os anticorpos anti-insulina, antidescarboxilase do 

ácido glutâmico, antitirosina-fosfatase e antitransportador de zinco 8. Já o tipo 1B 

ou idiopático é caracterizado pela ausência de marcadores de autoimunidade 

contra as células beta, bem como pela ausência de associação com os haplótipos 

do sistema antígeno leucocitário humano (HLA). Estes indivíduos apresentam 

insulinopenia constante e são propensos a cetoacidose, embora não haja 

evidências de autoimunidade contra as células B. Em ambas as manifestações do 

DM1, há redução lenta e gradual da produção e secreção de insulina, culminando 

em hiperglicemia (HASSAN et al, 2012; ATKINSON et al, 2014; SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). 

Alguns indivíduos com DM1 podem evoluir com cetoacidose como uma das 

primeiras manifestações da doença. Além disso, outros indivíduos podem cursar, 

sob uma situação de estresse ou de um quadro infeccioso, com discreta 

hiperglicemia que pode evoluir para um quadro de hiperglicemia crônico e/ou 

cetoacidose (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DO DIABETES, 2017). Além disso, o 

DM pode cursar com complicações renais, prejudicando diretamente o 

metabolismo de hormônios, como a insulina (SAMPANIS, 2008) e a vitamina D 
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(HOLICK et al, 2011), bem como causar distúrbios hematológicos, como a anemia 

(THOMAS et al, 2004) e as disfunções leucocitárias (DELAMAIRE et al, 1997). 

A prevenção primária do DM1 não apresenta uma base que possa ser 

aplicável a todas as populações. As práticas mais aceitas são fundamentadas na 

imunomodulação e consistem na estimulação do aleitamento materno, bem como 

em evitar o consumo de leite de vaca durante os três primeiros meses de vida 

(SOCIDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). 

1.3.2. Modelos animais de diabetes mellitus  

Em modelos animais, a administração de substâncias que destruam 

seletivamente as células beta pancreáticas, como a estreptozotocina (STZ) e a 

aloxana (ALX), tem sido utilizada para melhor compreender os efeitos gerados 

pelo comprometimento do metabolismo da insulina no DM1 e no DM2 (LENZEN, 

2008; WU; YAN, 2015; ZHAI et al, 2015). Entretanto, poucos estudos comparam 

os efeitos tóxicos causados por ambas as drogas nos modelos in vitro e no 

sistema imune dos animais (ZHAI et al, 2015). 

A citotoxicidade causada por esses dois análogos da glicose é 

desenvolvida por mecanismos diferentes. Ambos entram na célula pelo 

transportador de glicose (GLUT) 2 e causam necrose das células beta 

pancreáticas (ZHAI et al, 2015). 

A ALX (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) é um derivado 

pirimidínico, hidrofílico, cuja meia vida-vida é 90 segundos. Embora essa droga 

tenha sido descrita pela primeira vez por Brugnatelli em 1818, as propriedades 

diabetogênicas foram descobertas anos mais tarde através do estudo de Dunn e 

colaboradores (1943), que demonstrou a presença de necrose no pâncreas dos 

coelhos que receberam ALX (SZKUDELSKI, 2001). 

A dose de administração é variável, pois é dependente da via (peritoneal, 

intravenosa e subcutânea), bem como da espécie e do quadro nutricional do 

animal (SZKUDELSKI, 2001). Uma vez administrada, a ALX entra nas células 

beta, onde ocorrerá a formação de espécies reativas de oxigênio e radicais livres 

que irão agir no DNA dessas células (SZKUDELSKI, 2001; NICOLAU et al, 2015). 

A STZ (2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranose), antibiótico 

sintetizado pelo Streptomycetes achromogenes, pode ser utilizada para induzir o 
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DM1 ou o DM2 dependendo do protocolo experimental utilizado. A dose, a via, 

bem como o número de administrações é variável (SZKUDELSKI, 2001; 

NICOLAU et al, 2015). Uma vez no interior celular, a STZ alquila o DNA, 

provocando uma série de reações químicas que irão culminar na produção de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio. Essas substâncias prejudicam o 

metabolismo mitocondrial bem como a sobrevivência da célula beta 

(SZKUDELSKI, 2001). 

1.3.3. Diabetes mellitus e insulina 

A insulina foi o primeiro hormônio peptídico descoberto (em 1922 por 

Frederick Banting e Charles Best, ganhadores do prêmio Nobel de medicina em 

1923) e o primeiro cuja sequência primária de aminoácidos foi identificada (em 

1955 por Ryle e colaboradores - BANTING, BEST, 1922; RYLE et al, 1955; 

SHABANPOOR et al, 2009). 

A síntese desse hormônio é iniciada através da pré-pró-insulina (peso 

molecular: 12 KDa) nos ribossomos do retículo endoplasmático rugoso das 

células beta do pâncreas. No aparelho de Golgi, esse precursor é submetido a 

uma clivagem proteolítica, originando a pró-insulina (peso molecular: 9 KDa), que 

é formada por 86 aminoácidos dispostos em uma única cadeia polipeptídica 

contendo três ligações de cistina intracadeia. Antes de ser secretada pelo 

pâncreas, a pró-insulina é clivada em duas estruturas. A primeira é o peptídeo C 

que, embora não apresente função biológica descrita, é secretado em proporção 

equimolar a insulina e pode servir como um indicador endógeno da secreção da 

mesma. A segunda é a insulina (peso molecular: 6 KDa), hormônio constituído por 

uma sequência de 51 aminoácidos organizados em duas cadeias, cadeia A (21 

aminoácidos) e cadeia B (30 aminoácidos), ligadas por duas pontes dissulfídicas 

derivadas dos resíduos de cisteína (A7-B7 e A20-B19 - SHABANPOOR et al, 

2009; WEISS et al, 2014; NICOLAU et al, 2015). 

A ação mais conhecida da insulina é a regulação do metabolismo da 

glicose (CHAMBERLAIN et al, 2016). Outros efeitos associados a esse hormônio 

incluem a regulação da expressão gênica, do metabolismo dos lipídios, das 

proteínas, bem como do crescimento, do desenvolvimento e da sobrevivência 

celular (SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2017). A secreção basal de 
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insulina contribui para a manutenção do estado anabólico dos indivíduos, devido 

controlar a glicemia, o catabolismo proteico, bem como a lipólise e a formação de 

corpos cetônicos (MATHIEU et al, 2017). 

O processo de liberação de insulina pelas células beta do pâncreas é 

regulado através da nutrição, de hormônios e do sistema nervoso (GEORGE; 

MCCRIMMON, 2013). A secreção de insulina, em resposta ao aumento da 

glicemia, estimula a captação de glicose muscular, a síntese de glicogênio, bem 

como a inibição da gliconeogênese e da glicogenólise hepáticas. Dessa forma, há 

redução dos níveis glicêmicos, bem como da síntese e da liberação de insulina 

pelas células beta (DEFRONZO, 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DO 

DIABETES, 2017; MATHIEU et al, 2017). 

As deficiências na ação e/ou na secreção hormonal desencadeiam os 

distúrbios metabólicos presentes nos indivíduos diabéticos, como aumento da 

glicogenólise, da produção de glicose hepática, do estresse oxidativo mediado 

pela hiperglicemia, da disfunção das células endoteliais, da lipólise periférica e da 

degradação das proteínas, além de interferir na regulação de outros hormônios 

(GEORGE, MCCRIMMON, 2013; CHAMBERLAIN et al, 2016; NDISANG et al, 

2017). 

A administração da insulina ocorre através da via parenteral, devido à 

instabilidade da molécula quando administrada pela via oral. No corpo, a insulina 

é absorvida para a corrente sanguínea, chegando às células, onde se liga aos 

receptores de insulina para exercer a atividade biológica. A degradação ocorre no 

fígado e nos rins (DEFRONZO, 2009). A administração de insulina nos indivíduos 

acometidos pelo DM1 auxiliou a reduzir a morbidade e a mortalidade decorrentes 

das complicações da doença. Entretanto, em 2017 a estimativa da expctativa de 

vida dos indivíduos acometidos pelo DM1 foi 12 anos menor em relação à 

expectativa de vida média da população mundial (HUO et al, 2016; 

COPENHAVER; HOFFMAN, 2017). Esse panorama pode ser mais grave em 

regiões cuja oferta dos serviços de saúde e o acesso à insulina são restritos 

(FUNDAÇÃO INTERNACIONAL DO DIABETES, 2017). 

Apesar da reposição hormonal e do monitoramento dos níveis glicêmicos 

contínuos, a normalização da concentração da HbA1c (inferiores a 5,7%) nem 
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sempre são alcançados, o que pode indicar um pior prognóstico para o indivíduo 

diabético (EHLERS, 2016). 

1.3.4. Relação entre o diabetes mellitus, a vitamina D e a insulina 

Poucos estudos demonstram como a insulina e a vitamina D em conjunto 

podem influenciar na evolução dessas complicações no DM (TIITTANEN et al, 

2006; SIM et al, 2010). Estima-se que a prevalência da deficiência de vitamina D 

em indivíduos acometidos pelo DM1 seja de 15% a 90,6% (AJABRI et al, 2010). 

Estudos demonstram que a vitamina D é importante para prevenir a morte celular 

em transplantes de células beta, bem como aumentar a produção de insulina 

pelas mesmas (NORMAN et al, 1980; CHIU et al, 2004). Esse efeito tem sido 

atribuído à expressão do VDR e da vitamina D-1α-hidroxilase pelas células beta 

(DANKERS et al, 2017). Além disso, a expressão do VDR pelos linfócitos T e B 

favorece a ação da vitamina D na produção e na liberação das citocinas Th1/Th2, 

como interferon gama e IL-2, bem como a proliferação dessas células (ARSON et 

al, 2007; ANTICO et al, 2012). 

A deficiência da vitamina D poderia resultar na redução da expressão do 

receptor de insulina, contribuindo para o desenvolvimento da resistência à 

insulina. Além disso, a elevação da calcemia em indivíduos com deficiência de 

vitamiana D pode também contribuir para a resistência à insulina, reduzindo 

também a atividade do GLUT 4 (BERRIDGE, 2017). 

Nosso grupo observou que camundongos C57BL/6J tornados diabéticos 

através da administração de ALX suplementados com 800 UI de colecalciferol 

durante sete dias exibiram aumento na hemoglobina (Hb), no hematócrito e na 

leucometria em relação aos animais diabéticos não suplementados (BELLA et al, 

2017). Takiishi e colaboradores (2014) demonstraram que camundongos 

diabéticos não obesos (NOD) suplementados com a mesma dose de 

colecalciferol, durante 32 semanas, exibiram menor incidência do DM quando 

comparados aos animais controles. Além disso, Gabbay e colaboradores (2012) 

demonstraram através de um estudo prospectivo, randomizado e duplo-cego, que 

a administração concomitante de colecalciferol e insulina podem reduzir a 

destruição das células beta pancreáticas em indivíduos com DM1. 
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Embora a suplementação da vitamina D seja amplamente usada na clínica, 

poucos estudos demonstram os efeitos desse hormônio no curso do DM1 em 

animais e humanos. Além disso, há uma grande variedade de protocolos 

utilizados, tanto na prática clínica quanto na experimentação (HOLICK et al, 2011; 

TAKIISHI et al, 2014). 

1.4. ERITROPOETINA 

Os rins apresentam papel fundamental na excreção de metabólitos, na 

regulação da pressão sanguínea e na síntese de hormônios, como  a eritropoetina 

(EPO) e a 1α,25(OH)2D3 (SAHAY et al, 2012). A EPO, inicialmente denominada 

como hemopoietina por Carnot e DeFlandre (1906), é um hormônio glicoproteico 

(peso molecular de 34,4 KDa) formado por uma cadeia única de 165 aminoácidos 

ligada a quatro cadeias glicosiladas (JELKMANN, 2011; MAIESE, 2015). 

Em condições fisiológicas normais, a EPO pode apresentar concentração 

plasmática de 10-11 mol/L. A produção de aproximadamente 90% da EPO é 

realizada pelos fibroblastos e pelas células peritubulares intersticiais renais do 

córtex (SAHAY et al, 2012). O fígado, o baço, o coração e a medula também 

produzem esse hormônio para regular a angiogênese e a viabilidade locais 

(DAME et al, 2000; JELKMANN, 2016). 

A produção de EPO renal é influenciada por fatores que alteram a 

concentração de oxigênio no sangue, como anemias e hipóxia. A Hb, que 

representa 95% do conteúdo proteico dos eritrócitos, liga-se ao oxigênio para 

transportá-lo dos pulmões aos tecidos. Dessa forma, a redução da concentração 

de Hb pode aumentar exponencialmente a síntese de EPO (ZHANG et al, 2014). 

Em indivíduos acometidos por anemias, para elevar a massa eritrocitária bem 

como a concentração de Hb, a concentração de EPO sintetizada pode ser até mil 

vezes em relação à concentração desse hormônio produzida pelos indivíduos não 

anêmicos (JELKMANN, 2016). 

Para exercer a atividade biológica, a EPO se liga ao receptor de EPO 

culminando na fosforilação do próprio receptor, da proteína Janus Quinase (JAK) 

2 e das vias do transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT) do tipo 5, da 

PI3K/AKT, da MAPK e da PKC (LACOMBE; MAYEUX, 1999). Dessa forma, a 

EPO regula a produção das hemácias, a manutenção da concentração de Hb, 
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bem como a diferenciação e proliferação dos precursores eritroides da medula 

óssea (JELKMANN, 2011). 

A hiperglicemia presente em indivíduos acometidos pelo DM pode induzir 

estresse oxidativo. Esse processo pode causar alterações na membrana dos 

eritrócitos e consequentemente, nos níveis de Hb e de EPO favorecendo as 

complicações oriundas do DM (MATOUG et al, 2012). Em indivíduos acometidos 

pelo DM, o aumento da concentração de EPO proporcionou melhora da função 

cardíaca, da cognição, bem como da redução da fadiga. Além disso, em modelos 

experimentais de DM, o aumento da EPO reduziu a glicemia bem como auxiliou 

na manutenção da atividade mitocondrial e do metabolismo energético (MAIESE, 

2015). Sendo assim, a elucidação de mecanismos e agentes que possam reduzir 

esse processo em indivíduos acometidos pelo DM é fundamental. 

A ação da vitamina D na produção de EPO tem sido demonstrada 

(AUCELLA et al, 2003; ZHOU et al, 2010). Além disso, o papel imunomodulatório 

da vitamina D tem sido atribuído à ação do calcitriol, forma ativa desse hormônio 

(HOLICK et al, 2011). Como a via de ativação da vitamina D envolve diversos 

órgãos, como o fígado e os rins, e a CYP27B1 e o VDR são expressos 

ubiquamente, diversas células podem fazer a conversão intracelular da 25(OH)D 

em calcitriol (HOLICK et al, 2011). Entretanto, pouco se sabe sobre o papel de 

outros metabólitos da vitamina D, como o colecalciferol, na resposta imunológica 

gerada por macrófagos estimulados pelo LPS bem como no curso do DM. 
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2. OBJETIVOS 

Avaliar os efeitos in vivo da suplementação de colecalciferol e do tratamento 

com insulina em camundongos sadios e diabéticos, bem como a variação na 

concentração de citocinas in vitro promovida pelo colecalciferol em MP e células 

RAW 264.7 estimulados com LPS. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Figura 1. Delineamento experimental. Abreviações: LPS: Lipopolissacarídeo; NO: Óxido Nítrico; 

3.2. ANIMAIS 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo 

(CEUA/FCF/464 – Anexo I). Foram utilizados camundongos machos da linhagem 

C57BL/6J, com peso médio inicial de 27 gramas e idade de, aproximadamente, 10 

semanas. Os animais, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, foram mantidos no biotério, 

acondicionados em gaiolas coletivas com iglu, contendo no máximo três e cinco 

animais diabéticos e sadios, respectivamente, com ciclo artificial claro/escuro de 12 

horas, a uma temperatura ambiente constante de 22ºC. A água e o alimento 

estavam disponíveis todo o tempo. 
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3.3. INDUÇÃO DO DIABETES MELLITUS 

Para induzir DM1, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas. A ALX 

(60 mg/kg) foi dissolvida em 100 µL de solução salina fisiológica e administrada 

(dose única) por via endovenosa. Animais controle receberam volume de solução 

salina equivalente, pela mesma via. A glicemia foi determinada através do monitor 

de glicose (Accu-Check Active-Roche Diagnosis®), utilizando amostras de sangue 

obtidas da extremidade da cauda dos animais. Os animais que exibiram glicemia 

igual ou maior a 300 mg/dL (16,6 mM) foram utilizados nos grupos diabéticos 

(BELLA et al, 2017). 

3.4. DIVISÃO DOS ANIMAIS 

Os animais foram divididos em seis grupos, conforme a Tabela abaixo: 

Tabela 1–Divisão dos animais segundo suplementação com vitamina D e 

administração da ALX. 

Grupos de Animais Aloxana Colecalciferol Insulina 

Controle - - - 
Controle+Vitamina D - + - 
Diabético + - - 
Diabético+Insulina + - + 
Diabético+Vitamina D + + - 
Diabético+Vitamina D+Insulina + + + 

3.5. SUPLEMENTAÇÃO COM VITAMINA D 

Os animais foram suplementados com 800 UI de vitamina D (Sanofi Aventis, 

São Paulo) ou água foi por via oral, durante sete dias (BELLA et al, 2017). 

3.6. TRATAMENTO COM INSULINA 

Animais diabéticos e controle receberam dose única (1UI para cada 300 

mg/dL de glicemia) de insulina NPH, por via subcutânea, no período da tarde (6 

p.m.) durante os sete dias anteriores ao experimento. Os níveis glicêmicos foram 

determinados antes e após o tratamento com insulina (modificado ANJOS-

VALLOTA, et al, 2006; SPILLER et al 2012). 
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3.7. LAVADO PERITONEAL E CULTURA DOS MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

Após 10 dias da administração da ALX, os animais foram eutanasiados 

utlizando uma solução composta de cloridrato de cetamina (270mg/kg) e cloridrato 

de xilasina (30mg/kg – BELLA et al, 2017). Após a anestesia, a pele da região 

abdominal foi removida para posterior injeção de 5 mL de tampão salina fosfatado 

(PBS), pH 7.4, na cavidade peritoneal. O abdômen foi massageado e as amostras 

de lavado peritoneal (LPe) foram coletadas (BELLA et al, 2017). Após a coleta, o 

material foi centrifugado (500 g, 10 min, 4ºC) e as células ressuspensas em meio 

1640 RPMI (TESSARO et al, 2017). 

Para contagem do número total de células no LPe, foram a adicionados 20 l 

de cristal violeta a 0,5% (dissolvido em 30% de ácido acético) a 20 L de suspensão 

celular. O número de células contado em câmara de Neubauer (SCHWAN et al, 

2000). 

3.8. TRATAMENTO DOS MP E DAS CÉLULAS RAW 264.7 COM 

COLECALCIFEROL E ESTÍMULO COM LPS 

Os MP e as células RAW 264.7 foram incubadas em estufa a 37ºC, 5% CO2, 

por 12 horas em meio 1640 RPMI e Dulbecco′s Modified Eagle′s (DMEM), 

respectivamente, suplementado com 0,1 mM de glicose, 10% de soro fetal bovino, 

100 U/mL de penicilina, 100 g/mL de estreptomicina e 2 mM de glutamina (KIM et 

al, 2016). 

O LPS foi pesado e solubilizado em meio de cultura para uma solução com 

concentração final de 1mg/mL. Em seguida, essa solução foi diluída pelo método de 

diluição seriada até a solução de uso cuja concentração é 100 ng/mL. O 

colecalciferol foi pesado e solubilizado em etanol anidro (Merck) para uma solução 

de 32,4 mg/mL. Em seguida, essa solução foi diluída em meio de cultura pelo 

método de diluição seriada até obter as seguintes concentrações das soluções de 

trabalho:1 nM, 10 nM e 100 nM (modificado CHANG et al, 2004). 

Em placas de 60 mm de diâmetro (Corning Costar, Corning, Nova Iorque), 

foram plaqueados 5x105 MP/poço. Os macrófagos de camundongos sadios e 

diabéticos foram divididos em quatro grupos: controle; colecalciferol (Sigma, Saint 

Louis, Missouri, EUA) 100 nM; LPS (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA); e 
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colecalciferol e LPS, durante 6h e 24h. Após esse período, os sobrenadantes foram 

coletados para dosagem das citocinas IL-6 e TNF-α (modificado SOUDI et al, 2013). 

As Células RAW 264.7 foram plaqueadas em placas (CorningCostar, Corning, 

Nova Iorque) de 12 poços (2x106 células/poço). As células foram coletadas após 1h, 

para análise da p-ERK1/2, e 24h, para análise das enzimas iNOS, CYP27B1 e 

CYP27A1 com o auxílio da solução de lise RIPA. 5x105 células/poço foram 

plaqueadas em placas de 12 poços. Após 3h, 6h, 12h e 24h, os sobrenadantes das 

culturas foram coletados para dosagem das citocinas (IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α) e 

do NO (modificado ZHU et al, 2013). 

3.9. ENSAIO PARA ATIVIDADE DO METABOLISMO MITOCONDRIAL 

Em uma placa de 96 poços, 4x104 células foram pipetadas por poço e 

mantidas em estufa 37°C e 5% de CO2 por 16 horas para adesão. As células foram 

lavadas com PBS morno. A viabilidade celular foi avaliada após 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 

72 horas após os tratamentos. Após o período de tratamento, 100 μl da solução de 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazólico- 0,5 mg/mL) foi 

adicionada em cada poço com posterior incubação de3 horas. O sobrenadante foi 

retirado, os cristais foram solubilizados com dimetilsulfóxido (DMSO) e a leitura foi 

realizada em leitor de placas a 540 nm. Os valores apresentados são em relação a 

porcentagem do controle (LOMBARDO et al, 2007). 

3.10. MONITORAMENTO DOS PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E 

BIOQUÍMICOS E HORMONAIS DOS ANIMAIS 

Depois de anestesiados, os animais foram submetidos à punção cardíaca 

para obtenção do sangue utilizado para realização das análises bioquímicas e 

hematológicas. Para análise dos parâmetros hematológicos (leucometria total, 

hematimetria, Hb, hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM), volume corpuscular médio (VCM), e 

plaquetas) através do analisador ABCvet®, foram coletadas amostras de sangue 

total em 10% de EDTA. 

Para análise sérica dos parâmetros bioquímicos cálcio total, ureia, creatinina, 

fosfatase alcalina (FAL), alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), albumina, lactato, lactato desidrogenase (LDH) e 
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hormonais 25(OH)D, EPO e insulina, foi coletado sangue isento de anticoagulante. 

Para obtenção do soro, a amostra foi centrifugada a 1500 RPM durante 10 minutos. 

Os parâmetros bioquímicos foram obtidos através do analisador automático 

(LabMax 240®). As concentrações hormonais foram obtidas através do Ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA). Para insulina (ng/mL) foi utilizando o Rat Insulin 

Enzyme Immunoassay Kit (SPIbio, Massy Cedex, França), para EPO (pg/mL) o kit 

da R&D Systems Inc. (Mineapolis, MN, EUA) e para 25(OH)D (ng/mL) o kit da 

MyBioSource® (San Diego, EUA). 

3.11. EXTRAÇÃO DOS TECIDOS, HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUÍMICA RENAL 

O rim esquerdo, o fígado e o coração foram extraídos. Posteriormente, os 

órgãos foram macerados em 1 mL de tampão RIPA e centrifugados a 10000 RPM 

durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a -80ºC para posterior 

dosagem das citocinas e dos hormônios. 

O rim direito foi utilizado para realização da imunohistoquímica e da análise 

histológica. Para a histologia, o tecido foi fixado em Bouin (aproximadamente 12 

horas), foram desidratado em etanol, utilizando-se concentrações crescentes (70% a 

100%), diafanizados em xilol e incluídos em parafina. Os cortes transversais (5 µm 

de espessura), obtidos após a inclusão, foram corados com hematoxilina e eosina 

(H/E). Após a coloração, o material foi novamente desidratado, diafanizado e 

montado com Entellan® (entre lâmina e lamínula), para obter um preparado 

permanente.  

Para realizar as análises imunohistoquímicas, o rim foi cortado em seções 

parafinizadas com 4 µm de espessura e foram silanizadas com uma solução de 

silano a 2%.A desparafinização dos cortes foi realizada em três banhos de xilol 

durante 5 minutos cada. Posteriormente, os tecidos foram submetidos a um banho 

durante 5 minutos nas soluções alcoólicas de álcool absoluto, 80 °GL e a 70 °GL. 

Em seguida os cortes foram submetidos a um banho de água destilada por 5 

minutos para finalizar a hidratação. Os anticorpos primários, CYP25A1, CYP24A1 e 

CYP27B1 (Abcam, Cambridge, MA), foram incubados conforme especificação 

descrita pelo fabricante. A coloração apresentada foi obtida pela reação entre o 3,3-

diaminobenzidine (Sigma, St. Louis, MO) e o peróxido de hidrogênio. A contra - 

coloração foi realizada pela hematoxilina de Harris (GONÇALVES et al, 2014).  
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Para analisar os escores renais nos cortes histológicos e a imunorreação, foram 

observados 10 a 15 campos por tecido. As imagens foram obtidas através de 

microscopia (Axioskop 40; Carl Zeiss) acoplada à câmera digital e posteriormente 

analisadas através do software (ZEN, Carl Zeiss, Munich, Germany). 

3.12. QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO 

A dosagem de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-) e anti - 

inflamatória (IL-4, IL-10 e IL-12) foi realizada em sobrenadantes de culturas de 

células RAW 264.7, bem como de MP e nos homogenatos de fígado, rim e coração 

através de ELISA, utilizando-se kits comerciais (R&D Systems, Inc., Mineapolis, MN, 

USA). A densidade óptica das amostras foi avaliada 450nm e 540nm, imediatamente 

após o bloqueio da reação. Em seguida, foi realizada a diferença entre as 

absorbâncias para o cálculo da curva padrão e das concentrações (pg/mL) das 

citocinas. 

3.13. QUANTIFICAÇÃO DE NO 

O NO, produzido pelas células, é decomposto em nitritos e nitratos. A 

quantificação de nitrito é realizada pelo método colorimétrico conhecido como 

reação de Griess (GRANGER et al, 1996). Após os períodos de incubação de 3h, 

6h, 12h e 24h, os sobrenadantes das culturas foram coletados. Na placa de 96 

poços, foram adicionados, por poço, 50µL de sobrenadante e 50µL do reagente de 

Griess, composta por: N-1-(Naphtyl) ethylenediaminedihydrochloride 0,1% (Sigma, 

Saint Louis, Missouri, EUA), sulfanilamida 1% (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA) e 

solução de ácido fosfórico 5%. Para a curva padrão foram utilizadas diluições 

seriadas (3,125µM, 6,25µM, 12,5µM, 25µM, 50µM, 100µM, 200µM) de nitrito de 

sódio (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA). A leitura foi realizada em 540nm. 

3.14. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL NOS HOMOGENATOS 

Para a quantificação de proteína total das amostras foi utilizado o kit BCA 

(bicinchoninic acid, Pierce, Rockford, IL, USA). A leitura foi realizada a 562 nm, 

comparando-se com curva-padrão de albumina. 
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3.15. EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS POR TÉCNICA DE WESTERN BLOTTING 

A proteína intracelular p-ERK1/2 (cell signaling; 1:1000) e a expressão das 

enzimas iNOS (Sigma-aldrich; 1:5000), CYP27B1 (Abcam; 1:1000) e CYP27A1 

(Abcam; 1:1000) nas células RAW 264.7. A expressão da CYP27A1 (Abcam; 

1:1000) foi analisada no fígado e a expressão do VDR (Abcam; 1:1000) foi analisada 

no fígado e no rim. A expressão dos mesmos foi analisada em relação à β-actina 

(Sigma-aldrich; 1:20000) e ao GAPDH (Sigma-aldrich; 1:40000). Como anticorpo 

secundário foi utilizado anti-rabbit IgG foram utilizados como anticorpos secundários. 

Os ensaios foram realizados por eletroforese em gel de policrilamida a 10% na 

presença de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 1%, conforme orientação do fabricante 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram diluídas em tampão Tris-HCl 

62,5 M, contendo glicerol 10%; SDS 2%; β-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 

0,001%. Estas foram incubadas em banho seco (95ºC/5min). Alíquotas de 30 µg de 

proteína foram aplicadas no gel de policrilamida-SDS. A separação das proteínas 

ocorreu em cuba de eletroforese (tampão de corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; 

SDS 0,5%) a 125 V por aproximadamente 180 minutos. Solução padrão de 

proteínas foi usada como referência do peso molecular (Spectra Multicolor Broad 

Range ProteinLadder – ThermoScientific). As proteínas do gel foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose utilizando-se o tampão de transferência (Tris 

25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol 20%), a 60mA /gel durante 60 minutos. 

Para minimizar as ligações específicas, a membrana de nitrocelulose foi incubada 

em solução de leite desnatado (5%) em tampão Tris-salina (TBS) durante 1 hora. 

Posteriormente, a membrana foi lava 3 vezes/5min. Em seguida, essa membrana foi 

incubada, sob agitação e à temperatura ambiente, com anticorpos primário (15-18 

horas/ 2–8 ºC) e secundário (β-actina: 1 hora; GAPDH: 12 horas; temperatura 

ambiente) conforme as especificações de cada fabricante. A cada etapa de 

incubação a membrana foi lavada com TBS-T por 3 vezes/5 min. A revelação foi 

realizada utilizando ECL (enhanced chemiluminescence – ECL; Amersham, 

Arlington Heights, IL). As densidades relativas das bandas serão determinadas por 

meio de análise densitométrica utilizando o software Image Studio Lite Versão 5.2. 
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3.16. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram avaliados por teste t pareado, análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de múltiplas comparações de Tukey-Kramer ou teste 

não-paramétrico de Kruskal-Wallis. Considerando-se significativo p <0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. MONITORAMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES 

MELLITUS 

A indução do diabetes químico através da administração endovenosa de 

ALX tem sido utilizada pelo nosso grupo como um modelo animal de DM1 (BELLA 

et al, 2017). Indivíduos e animais no estado insulinopênico podem apresentar 

redução no ganho do peso corporal e da hiperglicemia (BELLA et al, 2017; SBD, 

2016). No presente estudo, os camundongos C57BL/6J foram submetidos à 

pesagem e à aferição de glicemia no dia anterior e dez dias após a administração 

endovenosa de 100 µL de solução de ALX (60mg/Kg) ou 100 µL de solução 

fisiológica (animais não diabéticos). Após dez dias, os animais que receberam 

ALX, quando comparados aos animais controle, exibiram redução no ganho de 

peso corporal (Fig.2A) bem como hiperglicemia (Fig.2B). 

Estudos têm demonstrado que há relação entre vitamina D e as variações 

na glicemia e no ganho de peso corporal ocorridas no DM, embora o mecanismo 

não esteja completamente elucidado e os resultados sejam conflitantes (LI et al., 

2008; DRIVER et al., 2011). Assim, o peso (Fig. 2C) e a glicemia (Fig. 2E), bem 

como as variações desses parâmetros (Figs. 2D e 2F) obtidas entre o primeiro e o 

sétimo (último) dia de suplementação com colecalciferol e tratamento com 

insulina, foram analisadas. O grupo diabético tratado com insulina apresentou 

maior ganho de peso corporal em relação aos animais diabéticos e aos animais 

diabéticos suplementados com vitamina D. O grupo diabético tratado com insulina 

e suplementado com colecalciferol exibiu maior variação do ganho de peso 

corporal quando comparado aos animais diabéticos que receberam apenas 

colecalciferol. Os animais diabéticos tratados com insulina exibiram redução na 

glicemia quando comparados aos animais diabéticos e aos animais diabéticos 

suplementados com vitamina D. 
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Figura 2. Variações do peso e da glicemia. A variação do peso corporal (A) e a glicemia (B) se 

referem às aferições realizadas no dia anterior e ao décimo dia após as administrações de salina 

(controle) e aloxana (diabético). O peso corporal (C) e a glicemia (E) foram aferidos no sétimo dia 

de suplementação com vitamina D e tratamento com insulina. A variação de peso (D) e de 

glicemia (F) são referentes à diferença entre o primeiro e o sétimo (último) dia de suplementação 

com vitamina D e tratamento com insulina. O n representa o número de animais em cada grupo. 

Os valores dos gráficos B, C e E estão representados como média  EPM. C: Controle; CV: 

Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: 

Diabético + Vitamina D + Insulina. Os valores dos gráficos A, D e F estão representados como 

mediana e desvio interquartílico. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.2. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS HORMONAIS SÉRICOS E 

HEMATOLÓGICOS 

As complicações decorrentes do curso do DM podem alterar o metabolismo 

dos eritrócitos e consequentemente os níveis séricos de EPO (MATOUG et al, 

2012; COLAK et al., 2014). Nesse sentido, foram avaliadas as concentrações 

séricas de 25(OH)D (Fig. 3A), insulina (Fig. 3B) e EPO (Fig. 3C). Os animais 

suplementados com colecalciferol exibiram aumento das concentrações séricas 

desse hormônio em relação aos seus respectivos controles não suplementados. 

Entretanto, a concentração de 25(OH)D dos animais diabéticos que receberam 

ambos os hormônios foram semelhantes aos dos animais diabéticos. Os animais 

diabéticos tratados com insulina apresentaram maiores níveis séricos desse 

hormônio quando comparados aos animais diabéticos. Os animais que receberam 

ambos os hormônios apresentaram maior elevação de insulina sérica em relação 

aos demais grupos diabéticos. Em relação às concentrações de EPO não foram 

observadas diferenças significativas. 

Em relação aos parâmetros hematológicos, foram avaliados a leucometria 

(Fig. 4A), hematimetria (Fig. 4B), Hb (Fig. 4C), hematócrito (Fig. 4D), VCM (4E), 

HCM (4F) e CHCM (4G). Em relação aos animais não diabéticos, o grupo 

diabético apresentou menores valores de Hb, hematimetria e hematócrito. A 

suplementação com vitamina D aumentou esses parâmetros nos animais 

diabéticos. Em relação aos demais parâmetros, não foram observadas diferenças 

significativas. 

 



36 

 
 

2
5

(O
H

)D
 (

n
g

/m
L

)

C C V D D I D V D IV

0

5

1 0

1 5

2 0

A

* *

* * * * * *
* * *

In
s

u
li

n
a

 (
n

g
/m

L
)

C C V D D I D V D IV

0 .0 0

0 .3 0

0 .6 0

2 .0 0

4 .0 0

6 .0 0

4 0 .0 0

6 0 .0 0

8 0 .0 0

1 0 0 .0 0

*

*

* * *
* * *

* * *

B

E
P

O
 s

é
r
ic

a
 (

p
g

/m
L

)

C C V D D I D V D IV

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

C

 

Figura 3. Hormônios séricos. (A) 25(OH)D (ng/mL); (B) Insulina (ng/mL); (C) EPO (pg/mL). Os 

valores representam a média  EPM de 5 animais por grupo. Abreviações: C: Controle; CV: 

Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: 

Diabético + Vitamina D + Insulina; 25(OH)D: 25-hidoxivitamina D; EPO: Eritropoetina. * p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 4. Parâmetros hematológicos. Os parâmetros hematológicos avaliados foram: (A) leucócitos; 

(B) hematimetria (106 células/mm3); (C) hemoglobina (g/dL); (D) hematócrito (%); (E) VCM (fL), (F) HCM (pg) 

e (G) CHCM (g/dL). O n representa o número de animais por grupo. Os valores representam a média  EPM. 

Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + 

Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina 

corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média. * p<0,05; **p<0,01. 
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4.3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS RENAIS 

4.3.1. Peso dos rins 

Ao analisar os pesos dos rins esquerdos (Fig. 5A) dos animais não foram 

observadas diferenças entre os grupos. Entretanto, ao comparar a relação entre o 

peso renal e o peso corporal (Fig. 5B), os animais diabéticos apresentaram 

valores maiores em relação aos animais não diabéticos. 
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Figura 5. Peso dos rins. O n representa o número de animais por grupo. Os valores representam 

a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético 

+ Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina; RE: Rim esquerdo. 

* p<0,05; **p<0,01. 
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4.3.2. Morfologia e metabolismo da vitamina D no rim 

O DM pode cursar com complicações renais, prejudicando diretamente o 

metabolismo do indivíduo (SAMPANIS, 2008). Ao analisar a morfologia renal (Fig. 

6), não foram verificadas diferenças estatisticamente significativas. 
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Figura 6. Morfologia renal. O n representa o número de animais por grupo. Os valores representam 

a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + 

Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina. 
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O rim é o principal órgão que metaboliza a 25(OH)D em 1,25(OH)2D 

(HOLICK et al, 2011). Sendo assim, foram analisadas as expressões das enzimas 

CYP27A1 (Fig. 7), CYP27B1 (Fig. 8), CYP24A1 (Fig. 9), bem como do VDR (Fig. 

10). Os animais não diabéticos que receberam colecalciferol exibiram aumento na 

expressão do VDR em relação aos animais controles. Entretanto, nos animais 

diabéticos o colecalciferol não alterou a expressão desse receptor. Em relação à 

análise da expressão das hidroxilases não foram observadas diferenças entre os 

grupos. 
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Figura 7. Imunohistoquímica da CYP27A1 renal. A região positiva para expressão da 

enzima está representada em marrom. O n representa o número de animais por grupo. Os 

valores representam a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: 

Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + 

Insulina. 
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Figura 8. Imunohistoquímica da CYP27B1. A região positiva para expressão da enzima está 

representada em marrom. O n representa o número de animais por grupo. Os valores representam 

a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + 

Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina. 



42 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CV 

DI 

C 

DV DVI 

D 
P

o
r

c
e

n
ta

g
e

m
 d

e
 á

r
e

a
 p

o
s

it
iv

a

p
a

r
a

 C
Y

P
2

4
A

1
 (

2
4

(O
H

)D
)

C C V D D I D V D IV

0

1 6

3 2

4 8

n = 4

n = 5

n = 6

n = 6

n = 5

n = 7

Figura 9. Imunohistoquímica da CYP24A1. A região positiva para expressão da enzima está 

representada em marrom. O n representa o número de animais por grupo. Os valores representam a 

média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + 

Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina. 



43 

 
 

 

Figura 10. Expressão do VDR renal. Os valores representam a média  EPM de 3 animais por 

grupo. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; 

DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina; VDR: Receptor de Vitamina D. 

4.3.3. Citocinas e hormônios renais 

Os animais diabéticos, relação aos animais não diabéticos, apresentaram 

maiores concentrações de TNF-α (Fig.11A), IL-6 (Fig.11B) e IL-10 (Fig.11C). Além 

disso, entre os animais diabéticos, a suplementação com colecalciferol reduziu os 

níveis dessas citocinas. Em relação à produção de EPO (Fig. 11F), os animais 

suplementados com colecalciferol exibiram menores níveis quando comparados 

aos animais diabéticos tratados com insulina e aos animais diabéticos que não 

receberam nenhum hormônio. Em relação à 25(OH)D, os animais diabéticos que 

receberam ambos os hormônios apresentaram maiores concentrações quando 

comparados aos animais controles. 
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Figura 11. Citocinas e hormônios no rim. O n representa o número de animais por grupo. Os 

valores representam a média  EPM. Abreviações: 25(OH)D: 25-hidroxivitamina D; C: Controle; 

CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: 

Diabético + Vitamina D + Insulina; EPO: Eritropoetina; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose 

tumoral. * p<0,05. 
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4.3.4. Bioquímica renal 

O calcitriol é um dos principais reguladores das concentrações corpóreas 

de cálcio (VELDURTHY et al, 2016). Além disso, em indivíduos acometidos por 

complicações renais podem apresentar alterações nas concentrações de cálcio 

(SPIEGEL; BRADY, 2012). A avaliação da função renal pode ser realizada 

através da concentração sérica de marcadores como ureia e creatinina (PANDYA 

et al, 2016). A suplementação com colecalciferol não alterou as concentrações de 

cálcio nos animais em relação aos seus respectivos controles (Fig. 12A). Os 

animais diabéticos apresentaram maiores concentrações de ureia (Fig. 12B) e 

creatinina (Fig. 12C) em relação aos animais não diabéticos. Os animais tratados 

com insulina e os animais que receberam ambos os hormônios apresentaram 

níveis de ureia semelhante ao dos animais não diabéticos. Em relação à taxa de 

ureia/creatinina (Fig. 12D) não foram verificadas diferenças estatísticas entre os 

grupos. 
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Figura 12. Parâmetros bioquímicos renais. Foram utilizados de 3 a 7 animais por grupo. Os 

valores representam a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: 

Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D. 
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4.4. AVALIAÇÃO DO FÍGADO 

4.4.1. Bioquímica do fígado 

O curso do DM pode comprometer vários órgãos, como o fígado (MAIESE, 

2015). As variações das concentrações séricas das enzimas AST (Fig.13A), ALT 

(Fig.13B) a FAL (Fig.13D) e a LDH (Fig.13F), bem como da albumina (Fig.13E) 

podem indicar alterações hepáticas (GOWDA et al, 2009; KOTOH el al, 2009; 

SHARMA et al, 2014). Além disso, a relação entre AST/ALT (Fig.13C) apresenta 

mais utilidade clínica do que a avaliação isolada dessas enzimas (GOWDA et al, 

2009). Os animais diabéticos, em relação aos animais não diabéticos, 

apresentaram aumento nas concentrações séricas de FAL. Em relação aos 

demais parâmetros não foram observadas diferenças significativas. 
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Figura 12. Avaliação dos parâmetros hepáticos. Foram utilizados de 4 a 7 animais por grupo. 

Os valores representam a média  EPM. Abreviações: ALT: Alanina aminotransferase; AST: 

Aspartato aminotransferase; C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: Diabético + 

Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina; LDH: Lactato 

Desidrogenase. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.4.2. Citocinas, EPO e expressão da CYP27A1 no fígado  

O fígado é o principal órgão que metaboliza o colecalciferol em 25(OH)D 

(SAWADA et al, 2001; GUPTA et al; 2004). Dessa forma, analisamos a expressão 

da CYP27A1 (Fig.14J). Entretanto, não foram observadas diferenças entre os 

grupos. 

Em relação à análise das citocinas produzidas pelo fígado (Fig.14), ao 

comparar animais que receberam suplementação de colecalciferol, os animais 

não diabéticos apresentaram maiores concentrações de IL-4 (Fig.14D) em relação 

aos animais diabéticos. Entre os animais diabéticos, os animais que receberam 

ambos os hormônios apresentaram menor relação de TNF-α/IL-6 quando 

comparados aos animais controle (Fig.14F). As análises dos demais parâmetros 

não apresentaram diferenças significativas. 
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Figura 13. Citocinas, EPO e CYP27A1 no fígado. O n representa o número de animais por 

grupo. Para a expressão da CYP27A1 foram utilizados 3 animais por grupo. Os valores 

representam a média  EPM. Abreviações: C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; CYP27A1: 25-

hidrosilase; D: Diabético; DI: Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + 

Vitamina D + Insulina; EPO: Eritropoetina; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral. * 

p<0,05. 
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4.5. CORAÇÃO 

Ao analisar as citocinas produzidas no coração os animais não diabéticos 

apresentaram maiores concentrações de IL-6 (Fig.15B) em relação aos animais 

não diabéticos suplementados com colecalciferol e aos animais diabéticos que 

não receberam nenhum hormônio. Os animais diabéticos apresentaram menores 

concentrações de TNF-α (Fig.15A) e maior razão TNF-α/IL-6 (Fig.15F) em relação 

aos animais não diabéticos. Entre os animais diabéticos, os animais 

suplementados com colecalciferol exibiram maiores concentrações de IL-10 

(Fig.15C) em relação aos demais grupos. Os animais diabéticos que receberam 

ambos os hormônios exibiram menores concentrações de TNF-α, IL-10, bem 

como as razões de TNF-α/IL-6 e TNF-α/IL-10 em relação aos animais diabéticos 

suplementados com colecalciferol.  

Os animais diabéticos que receberam insulina apresentaram menores 

concentrações de IL-6 em relação aos animais diabéticos e menor razão TNF-

α/IL-6 em relação aos animais diabéticos que não receberam nenhum hormônio. 

Além disso, a suplementação com insulina aumentou a razão EPO/IL-6 em 

relação animais que não receberam nenhum hormônio e os animais que 

receberam colecalciferol. As análises das concentrações de IL-4 (Fig.15D), IL-12 

(Fig.15E) e EPO (Fig.15H) não apresentaram diferenças significativas. 
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Figura 14 Citocinas e hormônios no coração. Foram utilizados de 4 a 7 animais por grupo. Os 

valores representam a média  EPM. C: Controle; CV: Controle + Vitamina D; D: Diabético; DI: 

Diabético + Insulina; DV: Diabético + Vitamina D; DVI: Diabético + Vitamina D + Insulina; EPO: 

Eritropetina; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.6. ATIVIDADE METABÓLICA MITOCONDRIAL 

As taxas de metabolismo mitocondrial das células RAW 264.7 foram 

avaliadas pela técnica do MTT após 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas (Fig.16) de 

tratamento com colecalciferol e estímulo com LPS. Ao comparar os grupos 

estimulados com LPS, tratados ou não com colecalciferol, com seus respectivos 

controles, não foram verificadas diferenças após 1, 3 e 6 horas. Entretanto, após 

12 horas, as células estimuladas com LPS exibiram maior viabilidade celular 

quando comparadas às células do grupo controle. O grupo tratado com 100 nM 

de colecalciferol apresentou a maior viabilidade celular entre os grupos não 

estimulados com LPS. As células estimuladas com 1 nM e 10n M de colecalciferol 

apresentaram menor viabilidade celular quando comparados às células do grupo 

controle. Além disso, os grupos tratados com 1 nM e 10 nM e estimulados com 

LPS apresentaram maior viabilidade celular quando comparados aos seus 

respectivos controles. Após 24, 48 e 72 horas, os grupos estimulados com LPS, 

tratados ou não com colecalciferol, exibiram menor viabilidade celular quando 

comparados aos respectivos controles não estimulados com LPS. 
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Figura 15. Atividade do metabolismo mitocondrial das células RAW 264.7. As células foram 

tratadas por 1 (A), 3 (B), 6 (C), 12 (D), 24 (E), 48 (F) e 72 horas (G) com colecalciferol (1 nM, 10 

nM e 100 nM) e concomitantemente estimuladas com LPS (100 ng/mL) para avaliação da + 

viabilidade celular pela técnica de MTT. Foram utilizados n= 4-8 por grupo. Os valores 

representam a média  EPM. 

     Comparação com o grupo controle; 
     Comparação com o grupo tratado com veículo; 
     Comparação com o grupo tratado com 1 nM de colecalciferol; 
     Comparação com o grupo tratado com 10 nM de colecalciferol; 
     Comparação com o grupo tratado com 100 nM de colecalciferol; 
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4.7. AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE NO E EXORESSÃO DE INOS 

A produção de NO pelas células imunes envolve a expressão da iNOS que 

é dependente de estímulos como citocinas pró-inflamatórias e endotoxinas, como 

o LPS (DUSSE et al, 2003). Essa expressão é lenta e não ocorre em condições 

fisiológicas (CHAN & RICHES, 2001). No presente trabalho, a expressão da iNOS 

(Figs.17A) foi analisada após 24 horas de estímulo com LPS. Além disso, a 

concentração de NO (Fig.17B) foi mensurada após 3, 6, 12 e 24 horas de 

estímulo com LPS. As células estimuladas pelo LPS e tratadas com colecalciferol 

exibiram metade das concentrações de NO (após 12 e 24 horas), bem como 

redução (aproximadamente 50%) da expressão de iNOS (após 24 horas), quando 

comparadas às células estimuladas pelo LPS. 

 

Figura 16. Liberação de NO e expressão de iNOS pelas células RAW 264.7. A expressão de 

iNOS (A) foi verificada após 24 horas de ensaio. As concentrações de NO (B) foram quantificadas 

após 3, 6, 12 e 24 horas. Foram utilizados n= 6 por grupo. Os valores representam a média  

EPM. Gel representativo de 8 géis. O gel completo está disponível nos apêndices. 

    Comparação com o grupo controle (grupo 1); p<0,001; 
    Comparação com o grupo tratado com 100 nM de colecalciferol (grupo 2); p<0,001; 
    Comparação com o grupo estimulado pelo LPS (grupo 3); p<0,001. 
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4.8. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA ERK1/2 

As MAPK são proteínas intracelulares importantes no processo de síntese 

de citocinas (LI et al., 2013). Nesse sentido, foi avaliado o efeito do colecalciferol 

na expressão da ERK1/2 (Fig.18A) após 1h de ensaio. As células tratadas com 

100nM de colecalciferol e estimuladas pelo LPS exibiram redução na expressão 

da p42 (Fig.18B) e da p44 (Fig.18C) em comparação às células estimuladas pelo 

LPS. Entretanto, o tratamento das células com 1nM e 10nM de colecalciferol não 

promoveram o mesmo efeito. 

 
Figura 17. Expressão da fosfo-ERK1/2 nas células RAW 264.7. A expressão da ERK1/2 (A) e a 

expressão relativa ao GAPDH (B) foram verificadas após 1h horas de ensaio. Foram utilizados n= 

4 por grupo. Os valores representam a média  EPM. Gel representativo de 8 géis. O gel completo 

está disponível nos apêndices. C: Controle; LPS: Lipopolissacarídeo. 

    Comparação com o grupo controle (grupo 1); 
    Comparação com o grupo estimulado com LPS e tratado com 100nM de colecalciferol (grupo 6). 
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4.9. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA CYP27A1 E CYP27B1 

As enzimas CYP27A1 e CYP27B1 são fundamentais para ativação do 

colecalciferol (HOLICK et al., 2011). A análise da expressão da CYP27A1 

(Fig.19A) não demonstrou diferença entre os grupos. Entretanto, o estímulo com 

LPS aumentou a expressão da CYP27B1 (Fig.19B), em relação ao grupo 

controle. Além disso, o grupo estimulado pelo LPS e tratado com 100 nM de 

colecalciferol apresentou aumento da expressão da CYP27B1 em relação aos 

demais grupos. 

 

Figura 18. Expressão da CYP27A1 e CYP27B1 nas células RAW 264.7.  As expressões da 

CYP27A1 (A) e da CYP27B1 (B) foram verificadas após 24 horas de ensaio. Géis representativos 

de 3 (CYP27A1) e de 4 (CYP27B1) géis. Os géis completos estão disponíveis nos apêndices. Os 

valores representam a média  EPM. C: Controle; LPS: Lipopolissacarídeo. 

    Comparação com o grupo controle (grupo 1); 
    Comparação com o grupo estimulado com LPS e tratado com 100 nM de colecalciferol (grupo 
6). 
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4.10. AVALIAÇÃO DAS CITOCINAS 

As citocinas são proteínas solúveis produzidas por muitas células 

imunológicas para coordenar as respostas imunes. Os macrófagos, ao serem 

estimulados pelo LPS produzem TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-10 (Fig.20). No presente 

trabalho, as concentrações dessas citocinas foram avaliadas após 3, 6, 12 e 24 

horas de ensaio. Entre as células estimuladas pelo LPS, as células tratadas com 

colecalciferol 100 nM, em relação ao respectivo controle, exibiram menor 

liberação de TNF-α (após 3 e 6 horas), IL-6 (após 3, 6 e 24 horas), IL-1β (após 24 

horas) e IL-10 (após 12 e 24 horas). 
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Figura 19. Concentração das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α liberadas pelas células 

RAW 264.7. A concentração das citocinas TNF-α (A), IL-6 (B), IL1-β (C), IL-10 (D) após 3, 6, 12 e 

24 horas de ensaio. Foram utilizados n=6. Os valores representam a média  EPM. Abreviações: 

IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral. 

      Comparação com o grupo controle (grupo 1); p<0,001; 
      Comparação com o grupo tratado com 100 nM de colecalciferol (grupo 2); p<0,001; 
      Comparação com o grupo estimulado pelo LPS (grupo 3); p<0,001. 
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4.11. ATIVIDADE METABÓLICA MITOCONDRIAL E LIBERAÇÃO DE 

CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

A liberação de TNF-α e IL-6 pelos MP (Fig.21) foi avaliada. Entre os MP 

diabéticos e não diabéticos, o estímulo com LPS promoveu maior liberação de 

ambas as citocinas em relação aos grupos não tratados. Entretanto, o tratamento 

com 100 nM de colecalciferol concomitante ao estímulo com LPS não promoveu 

alterações nas concentrações dessas citocinas, bem como na viabilidade celular. 

 

Figura 20. Citocinas pró-inflamatórias liberadas pelos macrófagos peritoneais. Os MP de 

animais não diabéticos e diabéticos foram estimulados com LPS (100 ng/mL) e tratados com 

colecalciferol (100 nM). As citocinas IL-6 (A) e TNF-α (B) foram avaliadas após 6 e 24 horas. 

Foram utilizados n= 3-6 por grupo. Os valores representam a média  EPM. Abreviações: IL: 

Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral. 

    Comparação com o grupo controle (grupo 1); p<0,001; 

    Comparação com o grupo tratado com 100 nM de colecalciferol (grupo 2); p<0,001. 
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5. DISCUSSÃO 

O presente estudo analisou a influência da insulina e da suplementação de 

colecalciferol no modelo experimental de DM1, bem como a ação do colecalciferol 

em células RAW 264.7 e em macrófagos peritoneais estimulados pelo LPS. Foi 

verificado que, em animais diabéticos, a insulina promoveu aumento do peso 

corporal e reduziu os níveis as concentrações séricas de ureia e da razão TNF-

α/IL-10 (coração). Já o colecalciferol promoveu aumento dos parâmetros 

hematimétricos, bem como redução dos das concentrações de TNF-α, IL-6, IL-10 

e EPO nos rins. Em relação às células RAW 264.7, foi verificado que o 

colecalciferol foi metabolizado pelas hidroxilases e reduziu a expressão da p-

erk1/2 e da iNOS, bem como a liberação de NO, TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-1β. 

A destruição seletiva das células beta pancreáticas induzida por 

substâncias diabetogênicas tem sido utilizada como modelo animal de DM por 

diversos grupos de pesquisa, sendo as substâncias mais comuns a ALX e a STZ 

(SZKUDELSKI; 2001). Nosso grupo tem utilizado o modelo de diabetes induzido 

por ALX, devido à STZ apresentar toxicidade aos linfócitos presentes no baço e 

no timo (GAULTON et al, 1985; LENZEN, 2008; DIAB et al 2015), bem como 

interferir nos parâmetros hematológicos (COLAK et al., 2014). Dessa forma, 

acredita-se que o uso da ALX para indução do DM seja mais apropriado para o 

presente estudo. 

A insulina é um hormônio peptídico cuja principal função fisiológica é 

regular a glicemia (ATKINSON et al, 2014). A carência na produção de insulina 

endógena culmina em hiperglicemia e, consequentemente, contribui para a 

manifestação dos principais sintomas presentes no DM: polifagia, polidipsia, 

poliúria, bem como redução do ganho de peso corporal (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Quando crônica, a hiperglicemia é um dos 

principais fatores que favorecem o comprometimento de diversos órgãos, como 

rins, fígado, coração, olhos, bem como do sistema vascular (DONG; WOO, 2001). 

Assim, o controle da glicemia no DM, bem como a melhor compreensão do efeito 

da insulina, seja pela administração de insulina exógena combinada ou não a 

outros agentes hipoglicemiantes tem sido uma importante estratégia para 



60 

 
 

prevenção das complicações clínicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2017). 

No presente estudo, os animais foram submetidos à pesagem e à aferição 

da glicemia um dia antes e dez dias após a administração de ALX. Após esse 

período experimental, os animais do grupo controle exibiram ganho de peso 

corporal, bem como normoglicemia. Entretanto, os animais tornados diabéticos 

exibiram redução do peso corporal e hiperglicemia, caracterizando o estado 

insulinopênico (BELLA et al., 2017). A hiperglicemia crônica pode elevar a lipólise 

e degradar aminoácidos, aumentando o gasto energético dos tecidos, o que 

explica a perda de peso corporal nos animais diabéticos (OLIVEIRA et al, 2013; 

CHAMBERLAIN et al., 2016). 

Um dos benefícios da insulinoterapia em indivíduos diabéticos, além da 

redução dos níveis glicêmicos, é a recuperação do ganho de peso. Os prováveis 

mecanismos estão relacionados à redução do catabolismo proteico, culminando 

no aumento da massa magra, bem como na redução da síntese de glicose 

hepática e da gluconeogênese (JACOB et al., 2006). Embora mais estudos sejam 

necessários, sugere-se que exista relação entre a variação de peso e a vitamina 

D devido à presença de proteínas fundamentais no metabolismo desse hormônio 

nas células do tecido adiposo (MATHIEU et al., 1994; LI et al., 2008; NARVAEZ et 

al., 2009; OCHS-BALCOM et al., 2011). A redução do peso corpóreo tem sido 

atribuída à ação do cálcio potencializada pela vitamina D. A elevação da 

disponibilidade do cálcio facilita a oxidação das gorduras, culminando em 

apoptose dos adipócitos, bem como na redução da absorção lipídica no intestino 

(MELANSON et al., 2005; JACOBSEN et al., 2005; ZHU et al., 2013). O efeito da 

vitamina D como um agente que regula a glicemia também tem sido descrito, 

embora o mecanismo não esteja completamente elucidado (KOSTOGLOU - 

ATHANASSIOU et al., 2013; TAKIISHI et al., 2014). Sugere-se que a vitamina D 

possa regular a glicemia através da secreção de insulina, devido às células beta 

pancreáticas expressarem o VDR, a 1α-hidroxilase, bem como apresentarem 

VDRE na região promotora do gene de insulina humano (ALVAREZ; ASHRAF, 

2010). Além disso, de acordo com Takiishi e colaboradores (2014), a 

administração de 800UI/dia de vitamina D pode reduzir a incidência do DM, bem 

como a hiperglicemia em camundongos NOD. Nesse sentido, o peso e a glicemia 
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foram aferidos no primeiro e no sétimo dia de suplementação com vitamina D e de 

tratamento com insulina. 

Os animais diabéticos que receberam insulina exibiram elevação no ganho 

de peso corporal quando comparados aos demais grupos diabéticos. Além disso, 

os animais diabéticos que receberam ambos os hormônios apresentaram 

aumento no ganho de peso corporal quando comparados aos animais diabéticos 

suplementados com colecalciferol, bem como menor ganho de peso corporal, 

quando comparados aos animais que receberam apenas insulina. Assim, os 

resultados podem sugerir que o colecalciferol reduziu o ganho de peso corporal 

promovido pela insulina em camundongos diabéticos. Em relação à variação da 

glicemia, os animais diabéticos tratados com insulina exibiram redução na 

glicemia quando comparados aos animais diabéticos não tratados. Entretanto, o 

tratamento dos animais diabéticos com colecalciferol ou com ambos os hormônios 

não influenciou as concentrações desse parâmetro. 

O efeito provocado pela administração de colecalciferol e insulina em 

animais e humanos ainda é pouco conhecido. Estudos demonstram que 

camundongos e coelhos que apesentam deficiência nas concentrações de 

25(OH)D apresentam deficiência na secreção de insulina e a suplementação com 

esse hormônio normalizou a mesma (ALVAREZ; ASHRAF, 2010). Em outro 

estudo, camundongos C57BL/6J machos tornados diabéticos através da 

administração de STZ e tratados com calcitriol (5μg/Kg) apresentaram elevação 

nas concentrações séricas de insulina quando comparados aos animais 

diabéticos não tratados (WANG et al, 2016). Além disso, Calle e colaboradores 

(2008) trataram ratos não diabéticos e tornados diabéticos (através da 

administração de STZ) com 1,25(OH)2D (150 UI/Kg, ou 3,75 μg/Kg), uma vez por 

dia durante quinze dias, e verificaram que não houve alteração na hiperglicemia, 

hipoinsulinemia e glicosúria. No presente estudo, a suplementação com 

colecalciferol também não alterou as concentrações séricas de insulina. 

Entretanto, o grupo diabético que recebeu ambos os hormônios, em relação aos 

diabéticos que não receberam hormônios, apresentou elevação da insulina sem 

alteração das concentrações de 25(OH)D. Além disso, os animais suplementados 

com ambos os hormônios exibiram níveis de insulina 40 vezes maiores quando 

comparados aos animais diabéticos que receberam apenas insulina. O tratamento 
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com ambos os hormônios pode ter aumentado o metabolismo do colecalciferol, 

favorecendo o aumento da insulina sérica através do aumento da secreção da 

mesma pelas células beta remanescentes. Além disso, pode ter ocorrido redução 

do metabolismo da insulina. Assim, esses dois fatores podem ter contribuído para 

a elevação dessa insulina nesses animais. 

Os distúrbios hematológicos são possíveis complicações que podem 

ocorrer na evolução do DM, provavelmente pela hiperglicemia crônica (THOMAS 

et al., 2011; COLAK et al., 2014). A anemia, por exemplo, é um problema de 

saúde mundial e um fator de risco independente para elevar a morbidade e 

mortalidade, principalmente em indivíduos com doenças crônicas (COLAK et al., 

2014). Uma das estratégias para avaliar a anemia, muito comum em indivíduos 

com DM1, é a avaliação da concentração sérica de hemoglobina (COLAK et al., 

2014). Recentemente, nosso grupo observou que camundongos diabéticos 

suplementados com 800UI/dia de colecalciferol, quando comparados aos 

camundongos diabéticos, exibiram aumento na hemoglobina, na hematimetria e 

no hematócrito (BELLA et al, 2017). Uma possível justificativa para esses 

resultados seria a interação da vitamina D com o VDR presente nas células da 

medula óssea (ZHOU; LEBOFF; GLOWACKI, 2010). Outro possível mecanismo 

seria a redução sistêmica da produção de citocinas pela vitamina D, que reduziria 

a inflamação presente nas doenças crônicas e, consequentemente, a anemia 

(SIM et al., 2010). Alguns estudos também demonstram que a vitamina D pode 

favorecer a síntese de EPO (AUCELLA et al, 2003; ZHOU et al, 2010). A elevação 

da produção da EPO, consequentemente, pode levar ao aumento da síntese de 

Hb e de eritrócitos, o que melhoraria o quadro de anemia (JELKMANN, 2016). 

Além disso, pouco se sabe sobre a influência da insulina nos parâmetros 

hematológicos. No presente estudo, foram avaliados a hematimetria, 

hemoglobina, hematócrito, leucócitos, VCM, HCM, CHCM e EPO (no soro, nos 

rins, no fígado e no coração). Os animais diabéticos apresentaram redução dos 

níveis de Hb, hematócrito e hematimetria quando comparados aos animais não 

diabéticos. Entre os animais diabéticos, a suplementação com colecalciferol 

aumentou os níveis Hb, hematócrito e hematimetria. O tratamento com insulina 

não promoveu alteração nesses parâmetros. Além disso, não foram observadas 

diferenças entre as concentrações de EPO no soro, no fígado e no coração. 
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Entretanto, ao analisar a síntese de EPO renal foi verificado que os animais 

diabéticos que receberam colecalciferol apresentaram redução na concentração 

desse hormônio em relação aos animais diabéticos e em relação aos animais 

tratados com insulina. Essa alteração dos níveis de EPO poderia ser uma 

consequência ao aumento dos níveis da Hb, do hematócrito e da hematimetria. 

Os rins podem apresentar alterações fisiopatológicas durante o curso do 

DM, podendo prejudicar o metabolismo de muitas moléculas, como a vitamina D e 

a EPO (SINGH et al, 2009). Além disso, o aumento da massa, bem como do 

volume podem indicar disfunção de um órgão (MOLINA; DIMAIO, 2012). Nesse 

sentido, foram avaliados os pesos dos rins esquerdos, bem como a razão entre o 

peso do rim esquerdo e o peso corpóreo. Não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os pesos renais. Entretanto, os animais diabéticos, em relação 

aos respectivos controles não diabéticos, apresentaram maiores razões entre o 

peso do rim e o peso corpóreo. Isso pode ter ocorrido devido à redução do peso 

corpóreo dos animais causado pelas complicações metabólicas oriundas do DM. 

A análise morfológica, bem como as concentrações de ureia e creatinina 

podem indicar alterações renais (GOWDA et al, 2010). No presente trabalho não 

foram observadas alterações morfológicas. Esses dados condizem com os 

achados de Franzén e colaboradores (2011), que, após 10 semanas de 

administração de ALX, não encontraram diferenças morfológicas entre os rins de 

camundongos C57BL/6 diabéticos e não diabéticos. Entretanto, as altas 

concentrações séricas de ureia e de creatinina em animais diabéticos podem 

indicar comprometimento da função renal (AMARTEY et al, 2015). 

As hidroxilases e o VDR são importantes no metabolismo da vitamina D. O 

rim, principal órgão envolvido nesse processo, expressa enzimas que apresentam 

atividade anabólica e catabólica da vitamina D. Alterações renais poderiam 

interferir na atividade dessas enzimas, prejudicando o metabolismo da vitamina D 

(HOLICK et al, 2011). Além disso, a CYP27A1 pode atuar também no 

metabolismo do colesterol (BABIKER et al, 1997). No presente trabalho, foram 

avaliadas as expressões das isoformas renais CPY27A1, CPY27B1 e CPY24A1, 

bem como do VDR. Em relação à expressão das enzimas, e não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos. Entretanto, a expressão da 

CPY27A1 renal pode sugerir que o rim atue no processo de conversão do 
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colecalciferol a 25(OH)D, o que facilitaria o metabolismo da vitamina D em 

indivíduos acometidos por algum distúrbio hepático que interfira na expressão das 

25-hidroxilases, bem como no metabolismo do colesterol. Em relação à expressão 

do VDR, apenas os animais não diabéticos que receberam suplementação com o 

colecalciferol exibiram aumento da mesma. Sendo assim, objetivando investigar 

uma possível alteração da função renal nos animais diabéticos, o presente estudo 

analisou as concentrações séricas de ureia e creatinina. As elevações das 

concentrações séricas desses parâmetros podem indicar piora da função 

excretora renal (PANDYA et al, 2016). O tratamento com colecalciferol não alterou 

os níveis desses parâmetros séricos. Entretanto, o tratamento dos animais 

diabéticos com insulina, sozinho ou na presença do colecalciferol, reduziu as 

concentrações séricas de ureia, indicando um efeito protetor renal da insulina. 

As citocinas são importantes moléculas no processo de comunicação 

célula a célula. Embora sejam mais conhecidas pela modulação do sistema 

imunológico, elas também desempenham ação em processos importantes, como 

o reparo tecidual, a vasodilatação e a divisão celular (DINARELLO et al, 2007). O 

processo inflamatório durante o curso do DM é um fenômeno que tem sido 

estudado (ALEXANDRAKI et al, 2008). Nesse sentido, a modulação do balanço 

de citocinas pró e anti-inflamatórias é uma importante estratégia no curso da 

inflamação. No presente trabalho, o aumento das concentrações de TNFα e IL-6 

no rim dos animais diabéticos em relação ao rim dos animais não diabéticos, pode 

indicar um quadro inflamatório nesse tecido, sendo melhorado pela 

suplementação de colecalciferol. 

O fígado é um órgão importante no metabolismo da glicose bem como da 

vitamina D (DEFRONZO, 2009; HOLICK et al, 2011). No presente trabalho, os 

animais diabéticos apresentaram maiores concentrações de FAL, LDH e lactato 

em relação aos animais não diabéticos. Além disso, a suplementação com o 

colecalciferol dos animais diabéticos reduziu as concentrações de lactato em 

relação aos animais diabéticos. Como o fígado é o principal órgão que converte o 

colecalciferol em 25(OH)D através da ação das 25-hidroxilases, a expressão da 

CYP27A1, umas das isoformas dessas hidroxilases, foi avaliada. Entretanto, não 

foram verificadas diferenças significativas entre os grupos. O aumento da 
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concentração de 25(OH)D pode ser explicado por uma provável ação das outras 

isoformas hepáticas. 

O coração é outro órgão que pode ser acometido pelas complicações do 

DM (DEFRONZO, 2009). Os animais diabéticos, quando comparados aos 

controles, presentaram menores concentrações de IL-6 e TNF-α. Além disso, a 

suplementação com colecalciferol aumentou as concentrações de IL-10 em 

relação aos demais grupos diabéticos. Uma possível explicação estaria na ação 

da vitamina D na produção, bem como na liberação desses mediadores químicos. 

Os macrófagos são importantes células imunológicas que podem atuar na 

defesa contra microrganismos, bem como no curso do DM (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017) O estágio, a viabilidade e o metabolismo 

celular podem influenciar no desempenho dessas células durante a resposta 

imune. Li e colaboradores (2015) verificaram que o estímulo pelo LPS durante 24 

horas reduz a viabilidade das células RAW 264.7, quando comparadas às células 

não estimuladas. No presente trabalho, o tratamento das células com o veículo 

(etanol anidro) da vitamina D não alterou a viabilidade das células estimuladas ou 

não pelo LPS, o que demonstra que o volume utilizado não causa toxicidade. As 

células estimuladas pelo LPS durante 1, 3 e 6 horas apresentaram viabilidade 

semelhante às células não estimuladas. Entretanto, em 12 horas, as células 

tratadas com colecalciferol 100 nM exibiram maior viabilidade celular quando 

comparadas aos demais grupos não estimulados pelo LPS. Entre os grupos 

estimulados pelo LPS, as células tratadas com 100 nM de colecalciferol durante 

48 horas, exibiram viabilidade semelhante às células estimuladas pelo LPS 

apenas. Já o tratamento dos MP com 100 nM de colecalciferol, independente do 

estimulo pelo LPS, não alterou a viabilidade celular quando comparada aos 

respectivos grupos controles. 

Os efeitos pleiotrópicos da vitamina D têm sido atribuídos à expressão do 

VDR e da CYP27B1 em diversas células (ADAMS et al., 2014). Estudos 

demonstram que a CYP27A1, uma das isoformas da 25-hidroxilase presente 

principalmente nas células hepáticas, também pode estar expressa em outras 

células. Entretanto, pouco se sabe sobre a regulação da mesma em macrófagos 

(QUINN et al., 2005). A ação da CYP27A1 sobre o colecalciferol promove a 

conversão em 25(OH)D que posteriormente será convertido pela CYP27B1 em 
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calcitriol, forma ativa da vitamina D (SAKAKI et al., 2005). Assim, a expressão 

dessas enzimas pelos macrófagos sugere que o calcitriol seja sintetizado de 

forma intracrina, podendo regular, dessa forma, as respostas inata e adaptativa 

(ADAMS et al., 2009). ADAMS e colaboradores (2009) demonstraram que o LPS 

aumenta a expressão de CYP27B1 em monócitos, em comparação às células 

controles. Nesse sentido, a expressão dessas enzimas foi avaliada. A expressão 

da CYP27A1 foi detectada em todos os grupos e o estímulo com LPS, bem como 

o tratamento com colecalciferol não influenciaram na mesma. Em relação à 

CYP27B1, não foi detectada a expressão dessa enzima nas células do grupo 

controle. Todos os grupos que foram estimulados pelo LPS exibiram aumento da 

expressão da CYP27B1 em comparação às células controle. Além disso, o 

tratamento com 100 nM de colecalciferol concomitante ao estímulo pelo LPS 

promoveu aumento da expressão da CYP27B1 em relação aos demais grupos. 

Assim, esses resultados podem sugerir que a CYP27A1 é expressa em condições 

basais, não sendo influenciada pelo estímulo de LPS e nem pelo tratamento com 

colecalciferol, ao contrário da CYP27B1. 

A modulação da atividade das células imunológicas pode ser uma 

estratégia terapêutica no curso das doenças autoimunes, bem como para melhora 

da efetividade da resposta imune. A secreção de mediadores pró-inflamatórios, 

como TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO, está envolvida diretamente com as vias de 

sinalização celular e pode modular as respostas inflamatórias agudas e crônicas 

(LEE et al., 2016). 

O TNF-α, uma das primeiras citocinas a ser liberada durante um processo 

infeccioso, é um importante regulador da fase aguda da resposta imune, pois age 

estimulando a liberação de outras citocinas (IL-1β IL-6 e IL-10), bem como no 

recrutamento e na ativação de macrófagos (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 

2014; KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016). 

A ação da vitamina D em macrófagos e monócitos como um agente 

modulador da resposta imune desencadeada pelo LPS tem sido muito estudada. 

Zhang e colaboradores (2012) demonstraram que monócitos e macrófagos 

estimulados pelo LPS e tratados com 25(OH)D e 1α,25(OH)2D3 exibiram menor 

liberação de TNF-α e IL-6. Du e colaboradores (2009) observaram que monócitos 

provenientes de indivíduos com DM1, após 48h do tratamento com 100 nM de 
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1α,25(OH)2D3 e posterior estímulo com LPS (100ng/mL) durante 3 horas, exibiram 

menor liberação de IL-1β e TNF-α. No presente trabalho, as células estimuladas 

pelo LPS e tratadas com 100 nM de colecalciferol durante 3 horas exibiram 

redução nas concentrações de TNF-α,IL-1β e IL-6 quando comparados às células 

estimuladas pelo LPS. Após 24 horas, as células estimuladas pelo LPS e tratadas 

com 100 nM de colecalciferol exibiram níveis de IL-1β e IL-6, IL-10 e NO inferiores 

aos níveis das células estimuladas pelo LPS. Entretanto, em relação aos níveis de 

TNF-α, não foram observadas diferenças entre as células tratadas com 100 nM de 

colecalciferol e seus respectivos controles, podendo indicar que o efeito desse 

hormônio nas células RAW 264.7 é seletivo e dependente do tempo. 

A iNOS e as MAPK estão envolvidas, respectivamente, na síntese de NO e 

de citocinas pró-inflamatórias (LEE et al., 2016). A inibição da ERK1/2 e da iNOS 

culmina na redução da liberação das citocinas e NO, respectivamente. Esses 

dados demonstram que o tratamento com 100 nM de colecalciferol das células 

RAW 264.7 estimuladas pelo LPS reduziu a expressão da ERK1/2 e da iNOS. 

O colecalciferol entra na célula, onde é metabolizado pelas enzimas 

CYP27A1 e CYP27B1 em calcitriol, forma ativa da vitamina D. Essa molécula se 

liga ao VDR, formando um complexo com RXR. Este transloca até o núcleo onde 

interagirá com o VDRE, culminando na redução da síntese de proteínas, como as 

citocinas. Outro mecanismo importante na redução das citocinas é a inibição da 

translocação nuclear do NF-kB. A interação VDR-NF-kB não é detectável, o que 

sugere que a mesma seja muito fraca. Nesse sentido, o provável mecanismo é a 

inibição da translocação do NF-kB para o núcleo através da ligação do VDR à 

IKKβ (CHEN et al., 2013). Além disso, a ativação da ERK1/2 pode culminar na 

ativação da via das IKK (CHEN; LIN, 2001). Além disso, Jones e colaboradores 

(2007) demonstraram que a produção de iNOS em células RAW 264.7 pode ser 

induzida pela via das IKK. 
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6. CONCLUSÃO 

Em conjunto, os resultados indicam que, em animais diabéticos, a 

suplementação com colecalciferol pode aumentar os níveis séricos de 25(OH)D, 

os níveis de Hb, hematócrito, hematimetria, IL-10 (no coração), além de reduzir o 

TNF-α (no rim). Além disso, o tratamento de animais diabéticos com insulina pode 

aumentar o peso corporal, as concentrações séricas de insulina, além de reduzir a 

glicemia, os níveis séricos de ureia, bem como a razão TNF-α/IL-10 (no coração). 

Já nas células RAW 264.7 o colecalciferol apresenta efeito anti-inflamatório. 
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ANEXO II 
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APÊNDICES 

Valores referentes aos pesos e às glicemias representados na figura 2A e 2B. 

 Variação Peso (g) Glicemia (mg/dL) 
   Dia -1 Dia 10 Dia -1 Dia 10 
 Não diabéticos Diabéticos Não Diabético Não Diabético Diabéticos Diabéticos 

 -0,70 0,40 172, 159,00 191, 583, 
 1,50 -1,20 180, 159,00 187, 559, 
 0,20 -0,50 156, 151,00 169, 600, 
 -0,20 -1,40 176, 159,00 159, 600, 
 0,10 -5,70 152, 219,00 158, 362, 
 0,20 -4,00 182, 174,00 159, 586, 
 0,60 -2,20 190, 182,00 131, 554, 
 3,90 -5,40 200, 156,00 172, 600, 
 -2,30 -4,80 183, 148,00 176, 600, 
 -0,90 -3,90 181, 158,00 187, 524, 
 -1,00 -5,60 187, 189,00 186, 600, 
 1,00 -6,10 186, 183,00 196, 600, 
 0,50 -1,70 196, 184,00 196, 550, 
 0,00 -0,60 177, 188,00 204, 544, 
 -1,70 -5,60 174, 158,00 177, 600, 
 -0,80 -5,60 150, 156,00 143, 600, 
 0,40 -4,40 161, 187,00 162, 509, 
 0,20 -2,40 169, 159,00 163, 600, 
 0,10 -3,00 165, 171,00 174, 530, 
 -1,10 -0,50 172, 167,00 166, 505, 
 2,54 -8,00 148, 172,00 147, 499, 
 0,62 -7,10 150, 139,00 147, 510, 
 2,77 -8,00 159, 201,00 152, 480, 
 2,57 -5,30 166, 162,00 144, 567, 
 

 
-6,50   148, 599, 

 

 
-6,30   151, 467, 

 

 
-4,20   157, 511, 

 

 
-4,89   162, 597, 

 

 
-4,27   177, 597, 

 

 
-2,10   167, 570, 

 

 
-3,23   164, 591, 

 

 
-2,45   160, 569, 

 

 
-2,28   162, 592, 

 

 
-1,90   153, 600, 

 

 
-1,62   147, 600, 

 

 
1,10   176, 574, 

 

 
-1,85   169, 600, 

 

 
-0,68   157, 582, 

 

 
0,88   154, 480, 

  -1,85     
  -0,68     
  0,88     

Média 0,3542 -3,203 172,2 170,0 165,4 558,7 

Desvio Padrão 1,472 2,487 14,89 18,54 16,62 52,56 

Erro Padrão da Média 0,3005 0,3837 3,039 3,785 2,661 8,417 
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Valores referentes aos pesos representados na figura 2C. 

 Peso (g) o décimo dia da administração da aloxana 

 C CV D DI DV DVI 

 25,0 25,9 23,3 27,0 22,7 23,0 

 29,8 29,7 20,3 27,5 27,0 30,9 

 29,3 27,7 23,4 30,2 19,1 30,6 

 29,6 27,0 22,5 30,0 21,7 24,8 

 29,6 29,9 23,9 27,3 23,3 27,5 

 29,1 29,0 22,8 23,4 22,8 25,7 

 29,4 30,4 27,5 23,0 21,1 26,7 

 27,6 31,0 24,8 28,0 27,1 25,0 

 27,8 29,3 15,1 30,1 20,3 22,3 

 27,3 27,4 21,6 20,5 19,0 20,3 

 27,0 28,5 23,9 24,1 19,0 21,1 

 23,8 28,9 19,2 23,7 19,6 18,4 

 25,2 29,2 
 

25,4 24,6 
  

 
26,5 

 
25,9 

   
 

26,1 
    Média 27,73 28,43 22,36 26,15 22,10 24,69 

Desvio Padrão 2,009 1,589 3,116 2,966 2,835 3,895 

Erro Padrão da Média 0,5573 0,4103 0,8995 0,7927 0,7862 1,124 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às variações de peso representadas na figura 2D. 

 Variação do Peso (g) durante os sete dias de tratamento 

 C CV D DI DV DVI 

 1,40 0,20 -0,30 3,20 -0,10 0,20 

 0,80 0,80 4,00 3,10 0,50 2,30 

 1,10 0,60 0,70 7,60 -1,30 1,70 

 0,10 0,60 -0,80 5,70 -1,00 1,90 

 -0,20 -0,10 0,60 2,90 -0,20 5,70 

 0,90 -1,40 -2,40 0,80 -0,70 1,90 

 -0,20 -0,20 0,40 0,90 -2,40 1,80 

 -0,10 -0,60 -1,10 5,40 -0,20 2,80 

 0,40 0,20 -1,30 1,60 -0,70 1,20 

 1,10 -0,50 -1,57 0,20 -2,30 0,35 

 -1,10 0,70 -0,55 3,90 -3,20 0,78 

 0,78 0,50 -5,57 0,15 -2,18 -5,78 

 0,35 0,00 
 

5,38 1,00 
  

 
1,33 

 
2,80 

   
 

1,23 
    Média 0,4100 0,2240 -0,6575 3,116 -0,9831 1,238 

Desvio Padrão 0,6979 0,7235 2,236 2,283 1,241 2,632 

Erro Padrão da Média 0,1936 0,1868 0,6455 0,6102 0,3443 0,7598 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às glicemias representadas na figura 2E. 

 Glicemia (mg/dL) o décimo dia da administração da aloxana 

 C CV D DI DV DVI 

1 170, 187, 600, 74, 564, 596, 

2 171, 197, 600, 600, 600, 515, 

3 162, 164, 600, 281, 600, 504, 

4 166, 154, 600, 584, 597, 582, 

5 159, 171, 539, 527, 517, 398, 

6 163, 163, 406, 542, 600, 513, 

7 162, 173, 517, 125, 580, 526, 

8 162, 190, 480, 136, 348, 463, 

9 180, 167, 559, 105, 565, 492, 

10 155, 169, 552, 206, 536, 588, 

11 159, 185, 479, 445, 462, 353, 

12 164, 180, 524, 585, 540, 234, 

13 114, 154, 
 

507, 438, 
 14 

 
148, 

 
530, 

  15 
 

163, 
    Média 160,5 171,0 538,0 374,8 534,4 480,3 

Desvio Padrão 15,37 14,34 60,99 206,9 76,56 106,3 

Erro Padrão da Média 4,26 3,70 17,61 55,28 21,23 30,69 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às variações de glicemia representadas na figura 2F. 

 Variação da Glicemia (mg/dL) durante os sete dias de tratamento 

 C CV D DI DV DVI 

 11, 31, 17, -485, -36, -4, 

 12, -22, 238, 14, 46, -83, 

 -47, -25, 0, -300, 44, -58, 

 -7, -49, 0, -10, -1, 52, 

 -19, -5, -61, -33, -83, -149, 

 -14, 3, -82, 35, 0, -27, 

 -18, 38, 6, -326, 10, -33, 

 8, -4, -25, -310, 12, -4, 

 23, 24, -338, -495, 85, -19, 

 -1, 26, -45, -293, -31, -12, 

 -19, 9, -91, -65, -137, -229, 

 -8, -13, -67, 16, -60, -246, 

 -25, -53, 
 

-85, -136, 
  

 
1, 

 
-70, 

  Média -8,00 -2,78 -37,33 -171,9 -22,08 -67,67 

Desvio Padrão 18,74 27,97 128,0 188,9 67,82 93,19 

Erro Padrão da Média 5,19 7,47 36,96 50,48 18,81 26,90 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de colecalciferol representadas na figura 
3A. 

Colecalciferol sérico (ng/mL) 
 C CV D DI DV DIV 

 2,03 10,97 1,74 7,78 10,82 8,14 
 4,53 10,97 4,1 3,31 20,42 1,16 
 6,81 10,83 1,34 2,22 17,34 3,3 
 3,67 9,62 5,39 8,84 12,89 1,89 
 1,43 17,38 5,57 4,41 19,17 3,21 

Média 3,69 11,95 3,62 5,31 16,13 3,54 
Desvio Padrão  2,13 3,08 1,99 2,86 4,11 2,72 
Erro Padrão da Média 0,95 1,38 0,89 1,28 1,84 1,21 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de insulina representadas na figura 3B. 

Insulina (ng/mL) 
 C CV D DI DV DIV 

 0,250 0,214 0,0759 2,55 0,1857 52,21 
 0,326 0,175 0,0756 6,4 0,135 64 
 0,325 0,212 0,1247 0,318 0,1346 97 
 0,555 0,174 0,1315 1,719 0,1677 112 
 0,291 0,205 0,1247 0,381 0,1478 45 

Média 0,335 0,196 0,1065 2,274 0,1542 74,04 
Desvio Padrão  0,126 0,02 0,02819 2,491 0,0221 29,11 
Erro Padrão da Média 0,0567 0,008 0,01261 1,114 0,0099 13,02 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de eritropoietina sérica representadas na 
figura 3C. 

Eritropetina sérica (pg/mL) 
 C CV D DI DV DIV 

 155,94 779,95 384,79 754,01 297,83 319,19 
 236,03 429,04 2102,73 1654,17 683,83 624,33 
 296,3 467,18 862,33 892,85 917,26 2072,21 
 342,07 688,4 1095,77 912,68 380,21 587,71 
 311,56 342,07 602,97 485,49 642,63 2622,99 

Média 268,38 541,33 1009,72 939,84 584,35 1245,29 
Desvio Padrão 73,76 184,65 667,04 434,22 248,94 1031,69 
Erro Padrão da Média 32,99 82,58 298,31 194,19 111,33 461,38 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes à leucometria representada na figura 4A. 

 Leucometria (103 células/mm3) 

 C CV D DI DV DVI 

 2,2 3,2 1,6 3,0 1,7 1,5 

 3,5 1,5 1,8 1,2 1,3 4,1 

 1,8 4,3 3,5 2,4 6,4 3,3 

 
 

2,1 4,5 2,0 2,3 1,2 

  3,2 0,8 3,9   

  2,0 0,9    

  
 

0,8 
 

  

Média 2,50 2,71 1,98 2,50 2,92 2,52 

Desvio Padrão 0,88 1,03 1,46 1,02 2,35 1,40 

Erro Padrão da Média 0,51 0,42 0,55 0,45 1,17 0,70 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes à hematimetria representada na figura 4B. 

Hematimetria (106 células/mm3) 

 C CV D DI DV DVI 

 10,7 8,70 8,3 7,6 11,6 9,8 

 9,4 7,62 7,6 7,5 8,4 9,1 

 8,9 8,00 8,3 8,9 10,0 8,3 

  6,94 6,4 8,7 8,6 7,8 

  7,37 6,7 8,4   

  7,06 5,2    

  
 

4,9    

Média 9,66 7,61 6,77 8,22 9,65 8,75 

Desvio Padrão 0,92 0,65 1,38 0,63 1,48 0,88 

Erro Padrão da Média 0,53 0,26 0,52 0,28 0,74 0,44 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de hemoglobina representadas na figura 
4C. 

Hemoglobina (g/dL) 

 C CV D DI DV DVI 

 16,9 14,00 12,5 12,0 17,1 14,7 

 14,1 12,60 11,5 12,1 12,9 14,3 

 14,2 12,90 13,2 13,7 14,2 13,0 

  11,30 9,9 13,4 12,1 11,6 

  12,10 10,4 13,2   

  11,80 8,6    

   7,8 
 

  

Média 15,07 12,45 10,56 12,88 14,08 13,40 

Desvio Padrão 1,58 0,94 1,98 0,77 2,19 1,40 

Erro Padrão da Média 0,91 0,38 0,74 0,34 1,09 0,70 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes aos hemtócritos representados na figura 4D. 

Hematócrito (%) 

 C CV D DI DV DVI 

 47,9 39,8 36,5 34,3 51,7 42,8 

 41,9 33,9 32,1 35,7 37,4 43,6 

 41,4 36,6 39,1 42,0 45,2 39,7 

  31,3 30,0 40,6 38,5 36,3 

  34,5 31,5 34,7   

  29,6 20,7    

   20,1    

Média 43,73 34,28 30,0 37,46 43,20 40,60 

Desvio Padrão 3,61 3,65 7,26 3,57 6,63 3,32 

Erro Padrão da Média 2,08 1,49 2,74 1,60 3,31 1,66 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes aos volumes corpusculares médios representados na figura 
4E. 

Volume Corpuscular Médio (fL) 

 C CV D DI DV DVI 

 45,0 46,0 44,0 48,0 45,0 44,0 

 45,0 44,0 42,0 48,0 45,0 48,0 

 47,0 46,0 47,0 47,0 45,0 48,0 

  45,0 47,0 47,0 45,0 47,0 

  47,0 47,0 
 

 44,0* 

  42,0 40,0   42,0* 

Média 45,67 45,00 44,00 46,20 45,00 46,75 

Desvio Padrão 1,155 1,78 3,05 2,95 0,0 1,89 

Erro Padrão da Média 0,6667 0,73 1,15 1,31 0,0 0,94 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes à hemoglobina corpuscular média representada na figura 
4F. 

Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 

 C CV D DI DV DVI 

 15,7 16,1 15,0 16,8 14,8 15,0 

 15,0 16,5 15,1 16,2 15,4 15,7 

 16,1 16,1 15,9 15,4 14,1 15,8 

  16,4 15,6 15,5 14,1 14,9 

  16,4 15,6 15,7   

  16,7 16,6    

   15,9    

Média 15,60 16,37 15,67 15,92 14,60 15,35 

Desvio Padrão 0,55 0,23 0,54 0,58 0,62 0,46 

Erro Padrão da Média 0,32 0,09 0,20 0,25 0,31 0,23 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes à concentração de hemoglobina corpuscular média na figura 
4G. 

Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (g/dL) 

 C CV D DI DV DVI 

 35,2 35,2 34,2 35,1 33,2 34,3 

 33,7 37,1 35,9 33,9 34,5 32,7 

 34,4 35,2 33,7 32,6 31,4 32,9 

  36,2 33,2 33,0 31,5 31,9 

  35,1 33,1 38,1   

  39,8 41,4    

  39,8 38,9    

Média 34,43 36,43 35,77 34,54 32,65 32,95 

Desvio Padrão 0,75 1,82 3,21 2,21 1,48 0,99 

Erro Padrão da Média 0,43 0,74 1,21 0,98 0,74 0,49 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes aos pesos dos rins esquerdos representados na figura 5A. 

Peso do rim esquerdo (mg) 

 C CV D DI DV DVI 

 221,6 210,2 205,5 185,3 184,3 179,4 

 195,9 199,0 200,5 199,5 212,7 242,0 

 215,0 194,4 224,0 232,0 182,9 252,7 

 219,2 199,6 219,4 197,7 197,7 203,1 

 243,1 206,0 256,2 227,1 251,9 255,1 

 231,6 253,6 166,8 192,2 193,9 249,7 

 229,0 239,8 230,7 211,6 259,0 222,2 

 205,1 241,9 213,3 215,7 190,2 204,0 

 223,8 229,2 189,4 203,3 201,7 212,3 

 184,2 197,1 197,3 205,8 186,8 164,7 

 170,8 201,0 182,0 215,0 193,0 190,3 

 163,3 202,4 182,2 215,8 218,6 172,0 

 141,2 180,6 
 

237,4 185,0 
  

 
187,9 

 
226,1 

   
 

162,8 
    Média 203,4 207,0 205,6 211,8 204,4 212,3 

Desvio Padrão 30,45 24,52 24,76 15,41 25,09 32,27 

Erro Padrão da Média 8,44 6,33 7,14 4,11 6,95 9,31 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às razões dos pesos dos pesos dos rins esquerdos/pesos 
corporais representados na figura 5B. 

Peso do rim esquerdo/peso corporal (mg/g) 

 C CV D DI DV DVI 

 0,939 0,818 0,871 0,779 0,808 0,787 

 0,676 0,689 1,230 0,818 0,803 0,846 

 0,762 0,717 0,987 1,027 0,897 0,874 

 0,743 0,756 0,942 0,814 0,871 0,887 

 0,816 0,687 1,100 0,931 1,072 1,170 

 0,821 0,834 0,662 0,850 0,825 1,049 

 0,774 0,784 0,851 0,957 1,102 0,892 

 0,740 0,766 0,824 0,954 0,697 0,919 

 0,817 0,788 1,155 0,713 0,960 1,006 

 0,703 0,706 0,852 1,014 0,877 0,826 

 0,608 0,723 0,744 1,064 0,869 0,937 

 0,709 0,713 0,736 0,916 1,004 0,711 

 0,568 0,618 
 

1,186 0,784 
  

 
0,747 

 
0,979 

   
 

0,655 
    Média 0,744 0,733 0,912 0,928 0,889 0,908 

Desvio Padrão 0,096 0,059 0,175 0,125 0,116 0,122 

Erro Padrão da Média 0,026 0,015 0,050 0,033 0,032 0,035 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes aos escores de lesão renal representados na figura 6. 

Escore de lesão renal 

 C CV D DI DV DVI 

 0,07 0,07 0,10 0,07 0,04 0,07 

 0,14 0,09 0,04 0,08 0,07 0,04 

 0,17 0,07 0,11 0,04 0,11 0,08 

 0,27 0,15 0,10 0,11 0,04 0,07 

 0,07 0,11 0,23 0,28 0,36 0,27 

 0,14 0,07 0,11 0,16 0,24 0,13 

 
  

0,04 
  

0,18 

 
  

0,13 
   Média 0,14 0,09 0,10 0,12 0,14 0,12 

Desvio Padrão 0,07 0,03 0,05 0,08 0,12 0,08 

Erro Padrão da Média 0,03 0,01 0,02 0,03 0,05 0,03 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações renais de TNF-α representadas na figura 
11A. 

 TNF-α (pg/mg) renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 
25,55 78,75 57,49 65,29 23,40 95,16 

 
15,86 82,82 81,93 189,56 27,41 23,25 

 
20,93 100,42 113,20 113,24 11,84 94,03 

 
47,37 58,29 172,28 137,79 20,22 81,33 

 
52,86 29,12 160,06 143,47 43,00 163,79 

  
33,29 

 
61,92  

 

  
85,92 

 
  

 

  
68,60 

 
 

  Média 32,51 67,15 117,0 118,5 25,17 91,51 

Desvio Padrão 16,54 25,39 49,23 49,20 11,49 50,02 

Erro Padrão da Média 7,398 8,977 22,02 20,09 5,139 22,37 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações renais de IL-10 representadas na figura 
11B. 

 IL-10 (pg/mg) renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

24,54 67,18 29,04 37,02 14,03 85,88 

 

14,64 69,39 59,88 106,25 28,41 19,37 

 

11,79 67,84 57,76 70,17 5,31 68,18 

 

24,36 35,81 112,89 94,65 13,11 47,81 

 

27,55 17,57 104,21 111,81 27,72 98,56 

 

 15,93  50,58   

 

 40,76     

 

 29,87     

Média 20,58 43,04 72,76 78,41 17,72 63,96 

Desvio Padrão 6,912 22,38 35,01 30,69 10,04 31,40 

Erro Padrão da Média 3,091 7,913 15,66 12,53 4,490 14,04 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações renais de IL-6 representadas na figura 
11C. 

 IL-6 (pg/mg) renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

23,52 66,56 28,58 36,20 13,81 85,54 

 

14,46 69,25 58,63 103,31 28,54 19,20 

 

11,50 65,65 56,89 68,69 5,28 68,12 

 

23,84 34,45 109,94 94,30 13,16 47,59 

 

27,02 17,17 102,52 112,00 27,45 99,17 

 

 15,79  50,87   

 

 39,45     

 

 28,55     

Média 32,51 67,15 117,0 118,5 25,17 91,51 

Desvio Padrão 16,54 25,39 49,23 49,20 11,49 50,02 

Erro Padrão da Média 7,398 8,977 22,02 20,09 5,139 22,37 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões renais de TNF-α/IL-10 representadas na figura 
11D. 

 TNF-α/IL-10 renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 
0,960 0,853 0,505 0,567 0,600 0,902 

 
0,923 0,838 0,731 0,561 1,037 0,833 

 
0,563 0,676 0,510 0,620 0,449 0,725 

 
0,514 0,614 0,655 0,687 0,648 0,588 

 
0,521 0,603 0,651 0,779 0,645 0,602 

  
0,479 

 
0,817   

  
0,474 

 
  

 

  
0,435 

 
  

 Média 0,6962 0,6215 0,6104 0,6718 0,6758 0,7300 

Desvio Padrão 0,2251 0,1607 0,09921 0,1084 0,2176 0,1385 

Erro Padrão da Média 0,1007 0,05680 0,04437 0,04425 0,09731 0,06195 
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Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões renais de IL-6/IL-10 representadas na figura 12E. 

 IL-6/IL-10 renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

1,04 1,01 1,02 1,02 1,02 1,00 

 

1,01 1,00 1,02 1,03 1,00 1,01 

 

1,03 1,03 1,02 1,02 1,01 1,00 

 

1,02 1,04 1,03 1,00 1,00 1,00 

 

1,02 1,02 1,02 1,00 1,01 0,99 

 

 1,01  0,99   

 

 1,03  1,02 1,02 1,00 

 

 1,05  1,03 1,00 1,01 

Média 1,02 1,02 1,02 1,01 1,01 1,00 

Desvio Padrão 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

Erro Padrão da Média 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de eritropoetina renais representadas na 
figura 11F. 

 EPO (pg/mg) renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

1,04 1,01 1,02 1,02 1,02 1,00 

 

1,01 1,00 1,02 1,03 1,00 1,01 

 

1,03 1,03 1,02 1,02 1,01 1,00 

 

1,02 1,04 1,03 1,00 1,00 1,00 

 

1,02 1,02 1,02 1,00 1,01 0,99 

 

 1,01  0,99   

 

 1,03  1,02 1,02 1,00 

 

 1,05  1,03 1,00 1,01 

Média 1,02 1,02 1,02 1,01 1,01 1,00 

Desvio Padrão 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

Erro Padrão da Média 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações da 25(OH)D renal representadas na figura 
11G. 

 25(OH)D (ng/mg) renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

9,28 26,93 38,82 8,99 13,52 23,85 

 

6,26 27,30 27,42 10,88 13,92 15,04 

 

1,02 18,33 7,41 28,79 5,39 38,22 

 

1,21 34,98 7,10 14,81 7,27 25,06 

 

1,73 3,59 10,99 3,16 15,39 27,10 

 

 2,26  6,09   

 

 8,55     

 

 6,10     

Média 3,90 16,01 18,35 12,12 11,10 25,85 

Desvio Padrão 3,70 12,59 14,16 9,09 4,46 8,31 

Erro Padrão da Média 1,65 4,45 6,33 3,71 1,99 3,71 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de EPO/IL-6 renal representadas na figura 11H. 

 EPO/IL-6 renal 

 
C CV D DI DV DVI 

 

4,89 2,21 14,71 7,30 6,62 5,01 

 

5,27 2,23 3,53 3,10 1,71 3,74 

 

17,88 3,71 3,34 8,65 3,90 3,03 

 

10,56 9,41 2,48 3,34 5,30 2,87 

 

15,67 12,76 3,98 2,89 6,04 2,48 

 

 18,87  3,37   

 

 4,22     

 

 6,57     

Média 10,85 7,49 5,61 4,77 4,71 3,43 

Desvio Padrão 5,90 5,89 5,12 2,52 1,97 0,99 

Erro Padrão da Média 2,64 2,08 2,29 1,03 0,88 0,44 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de cálcio representadas na figura 12A. 

Cálcio (mg/dL) 

 C CV D DI DV DVI 

 2,92 7,25 3,73 4,57 4,68 9,93 

 4,79 5,88 4,18 5,98 2,73 3,11 

 3,53 4,34 6,49 6,32 2,77 8,57 

 5,88 4,34 6,34 2,51 2,67 6,42 

 6,00 6,60 3,15 5,49 4,78 5,17 

 2,66 4,61 3,26 3,87 6,22 3,14 

 2,75 7,11 2,60  5,44  

Média 4,07 5,73 4,25 4,79 4,18 6,05 

Desvio Padrão 1,46 1,29 1,55 1,43 1,45 2,80 

Erro Padrão da Média 0,55 0,49 0,58 0,58 0,55 1,14 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de ureia representadas na figura 12B. 

Ureia (mg/dL) 

 C CV D DI DV DVI 

 48, 54, 106, 55, 128, 60, 

 49, 59, 119, 52, 136, 55, 

 41, 54, 85, 65, 82, 78, 

 66, 60, 130, 67, 60, 54, 

 73, 73, 130, 55, 73,  

 50, 61, 
 

64, 75,  

 54, 60, 76, 
 

  

Média 54,43 60,14 107,7 59,67 92,33 61,75 

Desvio Padrão 11,18 6,36 23,00 6,37 31,64 11,15 

Erro Padrão da Média 4,22 2,40 9,39 2,60 12,92 5,57 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de creatinina representadas na figura 
12C. 

Creatinina (mg/dL) 

 C CV D DI DV DVI 

 0,04 0,08 0,34 0,37 0,73 0,53 

 0,08 0,07 0,80 0,38 0,41 0,37 

 0,12 0,04 0,42 0,21 0,45 0,84 

 0,20 0,16 0,35 0,37 0,41 0,43 

 0,02 0,11 0,56 0,15 0,26  

 0,22 0,14 0,41 0,41   

   0,40    

Média 0,11 0,10 0,46 0,31 0,45 0,54 

Desvio Padrão 0,08 0,04 0,16 0,10 0,17 0,20 

Erro Padrão da Média 0,03 0,02 0,06 0,04 0,07 0,10 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de ureia/creatinina representadas na figura 12D. 

Ureia/Creatinina 

 
C CV D DI DV DVI 

 
1200,00 675,00 311,76 140,54 175,34 113,20 

 
612,50 842,85 148,75 171,05 331,70 92,85 

 
550,00 1500,00 202,38 319,04 2136,84 125,58 

 
365,00 456,25 371,42 148,64 133,33  

 
2500,00 554,54 232,14 426,66 178,04  

 
245,45 428,57 141,46  288,46  

 
  190,00 

 
  

Média 912,2 742,9 228,3 241,2 540,6 110,5 

Desvio Padrão 844,9 401,1 85,12 126,6 785,6 16,52 

Erro Padrão da Média 344,9 163,7 32,17 56,60 320,7 9,540 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de AST representadas na figura 13A. 

AST (U/L) 

 
C CV D DI DV DVI 

 
4 3 6 24 3 7 

 
9 16 29 14 19 34 

 
13 15 112 88 22 12 

 
16 34 43 113, 17 34 

 
13 20 13 82 29 

 Média 11 17,6 40,6 64,2 18 21,75 

Desvio Padrão 4,63 11,15 42,42 43,01 9,53 14,29 

Erro Padrão da Média 2,07 4,98 18,97 19,24 4,26 7,14 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de ALT representadas na figura 13B. 

ALT (U/L) 

 
C CV D DI DV DVI 

 

16 26 31 61 26 18 

 

65 156 62 162 80 78 

 

150 88 269 197 78 87 

 

172 119 233 310 95 119 

 

56 117 41 99 49  

Média 91,80 101,20 127,20 165,80 65,60 75,50 

Desvio Padrão 66,27 48,47 114,28 96,47 27,70 42,18 

Erro Padrão da Média 29,64 21,68 51,11 43,14 12,39 21,09 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes à razão AST/ALT representadas na figura 13C. 

AST/ALT 

 
C CV D DI DV DVI 

 

0,25 0,12 0,19 0,39 0,12 0,39 

 

0,14 0,10 0,47 0,09 0,24 0,44 

 

0,09 0,17 0,42 0,45 0,28 0,14 

 

0,09 0,29 0,18 0,36 0,18 0,29 

 

0,23 0,17 0,32 0,83 0,59  

Média 0,16 0,17 0,31 0,42 0,28 0,31 

Desvio Padrão 0,076 0,07 0,13 0,26 0,18 0,13 

Erro Padrão da Média 0,034 0,03 0,05 0,11 0,08 0,06 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de fosfatase alcalina representadas na 
figura 13D. 

Fosfatase Alcalina (U/L) 

 
C CV D DI DV DVI 

 

32 42 94 33 65 44 

 

42 35 71 89 61 57 

 

28 24 151 103 64 58 

 
33 30 64 108 263  

 
42 43 97 89 65  

 

32 44 155 57 107  

 

31 52 169 167 56  

Média 34,29 38,57 114,4 92,29 97,29 53,00 

Desvio Padrão 5,49 9,48 43,03 42,28 75,02 7,81 

Erro Padrão da Média 2,07 3,58 16,27 15,98 28,36 4,51 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de albumina representadas na figura 13E. 

Albumina (g/dL) 

 
C CV D DI DV DVI 

 

1,29 1,90 1,90 1,79 1,63 2,08 

 

1,57 1,49 1,90 2,10 1,19 1,64 

 

1,17 1,12 2,01 2,30 1,62 1,05 

 
1,88 1,41 2,45 2,30 1,27 2,78 

 
2,09 2,19 1,73 2,21 1,86 1,81 

 

1,35 1,96 2,03 2,23 2,45  

 

1,81 2,16 1,94 1,41 2,16  

Média 1,59 1,74 1,99 2,04 1,74 1,8 

Desvio Padrão 0,34 0,40 0,22 0,33 0,45 0,63 

Erro Padrão da Média 0,12 0,15 0,08 0,12 0,17 0,28 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de lactato desidrogenase representadas 
na figura 13F. 

Lactato desidrogenase lática (U/L) 

 
C CV D DI DV DVI 

 

386 440 1135 891 1050 1781 

 

450 578 1371 1498 726 448 

 

63 420 983 1656 427 1394 

 
136 146 813 401 262 880 

 
263 773 514 843 333 270 

Média 308,8 471,4 963,2 1058 559,6 954,6 

Desvio Padrão 138,9 230,1 324,2 514,0 326,2 633,8 

Erro Padrão da Média 69,44 102,9 145,0 229,9 145,9 283,5 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de lactato representadas na figura 13G. 

Lactato (mg/dL) 

 
C CV D DI DV DVI 

 

72 52 63 35 119 90 

 

34 55 121 162 126 48,00 

 

24 42 168 151 87 121 

 
72 46 101 156 27 81 

 
36 169 125 90 55 59 

 

37 44 65 134 59  

 

70 157 102 99 44  

Média 49,29 80,71 106,4 118,1 73,86 79,80 

Desvio Padrão 21,06 56,50 36,51 46,11 37,84 28,49 

Erro Padrão da Média 7,96 21,35 13,80 17,43 14,30 12,74 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes à razão lactato desidrogenase/lactato na figura 13H. 

Lactato desidrogenase/Lactato 

 
C CV D DI DV DVI 

 

11,35 8,46 9,38 5,50 8,82 19,79 

 

18,75 10,51 8,16 9,92 8,34 9,33 

 

3,78 10,00 9,73 10,62 15,81 11,52 

 
7,11 3,17 6,50 4,46 4,44 10,86 

 
 17,57 5,04 6,29 7,57 4,58 

Média 10,25 9,94 7,76 7,35 8,99 11,22 

Desvio Padrão 6,460 5,16 1,97 2,74 4,17 5,50 

Erro Padrão da Média 3,23 2,30 0,88 1,22 1,86 2,46 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações hepáticas de TNF-α representadas na 
figura 14A. 

 TNF-α (pg/mg) no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

35,64 21,67 30,44 36,85 28,93 29,61 

 

21,69 40,47 33,20 20,12 10,06 19,49 

 

22,41 37,48 24,47 14,45 20,47 25,22 

 

 21,52 22,03 23,59 19,10  

 

 41,99 16,47 31,41 14,64  

Mean 26,58 32,63 25,32 25,28 18,64 24,77 

Std. Deviation 7,854 10,20 6,674 8,919 7,054 5,075 

Std. Error of Mean" 4,535 4,562 2,985 3,989 3,155 2,930 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações hepáticas de IL-6 representadas na figura 
14B. 

 IL-6 (pg/mg) no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

6,20 5,25 6,10 7,54 6,00 7,93 

 

4,13 6,90 7,07 5,02 2,11 4,87 

 

5,66 7,11 4,38 3,26 4,86 5,47 

 

 4,52 3,87 4,97 4,02  

 

 8,36 2,51 6,99 3,14  

Mean 5,33 6,43 4,79 5,55 4,02 6,09 

Std. Deviation 1,07 1,54 1,81 1,72 1,50 1,62 

Std. Error of Mean" 0,62 0,69 0,81 0,77 0,67 0,942 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações hepáticas de IL-10 representadas na 
figura 14C. 

 IL-10 (pg/mg) no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

9,43 6,98 8,38 7,55 5,66 7,68 

 

6,10 9,78 6,76 6,74 4,32 5,85 

 

6,77 8,32 5,96 5,05 7,79 6,60 

 

 5,00 5,43 5,80 5,56  

 

 7,10 3,74 6,74 4,71  

Mean 7,43 7,44 6,05 6,38 5,61 6,71 

Std. Deviation 1,76 1,77 1,71 0,97 1,34 0,92 

Std. Error of Mean" 1,02 0,79 0,76 0,43 0,60 0,53 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações hepáticas de IL-4 representadas na figura 
14D. 

 IL-4 (pg/mg) no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

15,86 9,45 11,23 14,04 9,86 10,25 

 

12,20 17,35 11,51 10,88 3,43 6,35 

 

11,41 16,52 8,64 6,94 6,94 7,19 

 

 10,73 7,22 6,84 7,71  

 

 11,88 6,60 12,32 5,18  

Mean 13,16 13,19 9,04 10,20 6,62 7,93 

Std. Deviation 2,37 3,54 2,25 3,23 2,45 2,05 

Std. Error of Mean" 1,37 1,58 1,01 1,44 1,10 1,18 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações hepáticas de IL-12 representadas na 
figura 14E. 

 IL-12 (pg/mg) no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

131,61 81,07 94,93 111,98 90,89 103,76 

 

73,57 118,73 99,96 77,89 37,55 66,49 

 

95,79 109,90 65,09 48,66 67,50 82,36 

 

 70,66 69,22 72,57 63,76  

 

 107,00 45,30 100,47 46,87  

Mean 100,3 97,47 74,90 82,31 61,31 84,20 

Std. Deviation 29,28 20,52 22,55 24,78 20,57 18,70 

Std. Error of Mean" 16,91 9,18 10,08 11,08 9,20 10,80 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões hepáticas de TNF-α/IL-6 representadas na figura 
14F. 

 TNF-α/IL-6 no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

5,75 4,13 4,99 4,89 4,82 3,73 

 

5,25 5,87 4,69 4,01 4,76 4,00 

 

3,96 5,27 5,59 4,44 4,21 4,61 

 

 4,76 5,69 4,75 4,75  

 

 5,02 6,56 4,49 4,66  

Mean 
4,99 5,01 5,50 4,51 4,64 4,11 

Std. Deviation 
0,92 0,64 0,72 0,34 0,25 0,45 

Std. Error of Mean 
0,53 0,29 0,32 0,15 0,11 0,26 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões hepáticas de TNF-α /IL-10 representadas na 
figura 14G. 

 TNF-α/IL-10 no fígado 

 
C CV D DI DV DVI 

 

3,78 3,11 3,63 4,88 5,12 3,86 

 

3,55 4,14 4,91 2,98 2,33 3,33 

 

3,31 4,50 4,11 2,86 2,63 3,82 

 

 4,30 4,05 4,07 3,43  

 

 5,91 4,40 4,66 3,11  

Mean 
3,54 4,39 4,22 3,89 3,32 3,67 

Std. Deviation 
0,23 1,00 0,47 0,93 1,09 0,29 

Std. Error of Mean 
0,13 0,45 0,21 0,42 0,48 0,17 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de eritropoetina hepática representadas 
na figura 14H. 

 EPO (pg/mg) hepática 

 
C CV D DI DV DVI 

 

38,64 27,00 35,68 51,86 40,49 41,34 

 

22,95 38,18 39,03 26,54 11,55 22,12 

 

32,87 40,10 22,27 16,75 26,46 27,96 

 

 23,22 23,41 25,85 33,45  

 

 45,10 16,34 35,30 17,96  

Mean 
31,49 34,72 27,35 31,26 25,98 30,47 

Std. Deviation 
7,94 9,23 9,60 13,25 11,61 9,85 

Std. Error of Mean 
4,58 4,13 4,29 5,93 5,19 5,69 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de EPO/IL-6 hepática representadas na figura 14I. 

 EPO/IL-6 hepática 

 
C CV D DI DV DVI 

 

6,24 5,15 5,85 6,88 6,75 5,21 

 

5,56 5,54 5,52 5,28 5,46 4,54 

 

5,80 5,64 5,09 5,14 5,44 5,11 

 

 5,13 6,04 5,21 8,33  

 

 5,39 6,51 5,05 5,71  

Mean 
5,87 5,37 5,80 5,51 6,34 4,95 

Std. Deviation 
0,34 0,23 0,53 0,77 1,24 0,36 

Std. Error of Mean 
0,20 0,10 0,24 0,34 0,55 0,21 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de TNF-α no coração representadas na 
figura 15A. 

 TNF-α (pg/mg) no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

21,93 20,58 8,07 8,85 24,20 3,19 

 

20,63 20,29 12,03 2,28 21,79 1,63 

 
20,35 16,05 15,41 2,96 18,10 3,60 

 
22,00 19,76 8,77 2,20 10,21 2,82 

 

19,50 9,44  2,08 12,53  

 

19,18 5,88  3,11   

Mean 20,60 15,33 11,07 3,580 17,37 2,810 

Std. Deviation 1,185 6,266 3,369 2,616 5,946 0,8487 

Std. Error of Mean" 0,4837 2,558 1,684 1,068 2,659 0,4244 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de IL-6 no coração representadas na 
figura 15B. 

 IL-6 (pg/mg) no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

9,85 8,00 2,96 2,48 6,51 1,30 

 
9,40 6,11 2,79 0,92 5,15 0,49 

 

8,51 6,61 3,83 1,15 5,45 1,30 

 

7,31 6,99 2,45 0,76 3,26 4,12 

 

6,92 2,90  0,67 3,21  

 

8,33 2,15     

Mean 8,39 5,46 3,01 1,20 4,72 1,80 

Std. Deviation 1,14 2,37 0,59 0,74 1,44 1,59 

Std. Error of Mean" 0,46 0,97 0,29 0,33 0,64 0,80 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de IL-10 no coração representadas na 
figura 15C. 

 IL-10 (pg/mg) no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

8,76 7,08 4,95 5,02 7,28 3,95 

 
7,29 8,79 3,79 3,44 13,91 2,13 

 

6,03 6,34 4,70 2,78 7,52 1,93 

 

9,19 6,56 4,82 2,35 5,85 2,86 

 

6,68 3,86  2,58 6,82  

 

6,41 3,60  3,06   

Mean 7,39 6,04 4,56 3,20 8,28 2,72 

Std. Deviation 1,30 1,98 0,53 0,97 3,21 0,91 

Std. Error of Mean" 0,53 0,81 0,26 0,39 1,44 0,45 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às concentrações de IL-4 no coração representadas na 
figura 15D. 

 IL-4 (pg/mg) no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

4,91 2,77 2,53 5,96 3,78 2,93 

 
3,28 4,21 6,50 3,58 2,99 1,05 

 

2,73 4,67 7,65 3,09 2,35 2,32 

 

2,14 1,75 4,92 4,18 2,06 5,71 

 

3,80 0,72  2,58 3,75  

 

2,34 1,84  2,37   

Mean 3,20 2,66 5,40 3,63 2,99 3,00 

Std. Deviation 1,03 1,53 2,22 1,32 0,79 1,97 

Std. Error of Mean" 0,42 0,62 1,11 0,54 0,35 0,98 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 



107 
 

 
 

Valores referentes às concentrações de IL-12 no coração representadas na 
figura 15E. 

 IL-12 (pg/mg) no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

33,83 36,63 14,02 36,36 27,02 26,43 

 
32,76 24,01 19,81 15,38 22,17 24,50 

 

33,32 32,42 51,92 19,36 23,01 20,33 

 

34,68 12,80 21,85 18,36 13,21 19,97 

 

30,16 10,59  13,04 14,45  

 

27,40 10,21  13,96   

Mean 32,03 21,11 26,90 19,41 19,97 22,81 

Std. Deviation 2,73 11,63 17,01 8,66 5,91 3,17 

Std. Error of Mean" 1,12 4,75 8,50 3,53 2,64 1,59 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de TNF-α/IL-6 no coração representadas na figura 
15F. 

 TNF-α/IL-6 no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

2,23 2,57 2,73 3,56 3,72 2,45 

 

2,20 3,32 4,31 2,47 4,23 3,35 

 

2,39 2,43 4,03 2,58 3,32 2,76 

 

3,01 2,83 3,58 2,90 3,13 0,68 

 

2,82 3,25  3,10 3,90  

Mean 
2,49 2,85 3,66 2,92 3,66 2,31 

Std. Deviation 
0,34 0,36 0,69 0,44 0,44 1,15 

Std. Error of Mean 
0,14 0,15 0,34 0,19 0,198 0,57 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de TNF-α /IL-10 no coração representadas na 
figura 15G. 

 TNF-α/IL-10 no coração 

 
C CV D DI DV DVI 

 

2,50 2,91 1,63 1,76 3,32 0,81 

 

2,83 2,31 3,17 0,66 1,57 0,77 

 

3,37 2,53 3,28 1,07 2,41 1,86 

 

2,39 3,01 1,82 0,93 1,74 0,99 

 

2,92 2,45  0,81 1,84  

Mean 
2,83 2,47 2,47 1,04 2,18 1,11 

Std. Deviation 
0,35 0,49 0,87 0,43 0,71 0,51 

Std. Error of Mean 
0,14 0,20 0,43 0,19 0,32 0,25 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 
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Valores referentes às concentrações de eritropoetina no coração representadas 
na figura 15H. 

 EPO (pg/mg) hepática 

 
C CV D DI DV DVI 

 

60,77 61,38 74,27 67,16 52,99 60,91 

 

60,69 52,45 31,97 56,66 95,93 28,89 

 

52,06 81,05 78,75 44,03 52,19 40,68 

 

77,34 29,88 39,93 33,55 33,36 19,14 

 

32,50 21,80  45,63 41,40  

Mean 
54,13 50,11 56,23 46,46 55,17 37,41 

Std. Deviation 
15,88 21,52 23,71 13,58 24,19 17,98 

Std. Error of Mean 
6,481 8,787 11,86 5,545 10,82 8,99 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 
diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. 

Valores referentes às razões de EPO/IL-6 no coração representadas na figura 
15I. 

 EPO/IL-6 hepática 

 
C CV D DI DV DVI 

 

6,17 7,67 25,09 27,08 8,14 46,85 

 

6,46 8,58 11,46 61,59 18,63 58,96 

 

6,12 12,26 20,56 38,29 9,58 31,29 

 

10,58 4,27 16,30 44,14 10,23 4,65 

 

4,70 7,52  68,10 12,90  

Mean 
6,17 7,67 25,09 27,08 8,14 46,85 

Std. Deviation 
6,46 8,58 11,46 61,59 18,63 58,96 

Std. Error of Mean 
6,12 12,26 20,56 38,29 9,58 31,29 

Abreviações: C: controle; CV: controle + vitamina D; D: diabético; DI: diabético + insulina; DV: 

diabético + vitamina D; DVI: diabético + vitamina D + insulina. Valores referentes às taxas 
de metabolismo mitocondrial representadas na figura 16. 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 1h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 
100, 111,520 107,220 105,342 102,217 102,014 80,206 90,738 93,391 90,061 

 
100, 99,304 106,343 117,448 93,436 93,702 94,656 96,383 92,762 91,502 

 
100, 87,797 109,113 112,486 112,279 77,321 89,435 107,404 98,277 98,691 

 
100, 116,602 82,796 114,245 110,646 85,074 103,187 101,630 89,638 92,295 

 
100, 

 
95,857 92,918 104,170 85,089 100,689  93,344 84,870 

 
100, 

 
95,488  112,667 77,206 101,769 

 
 96,107 

Mean 
100,0 103,8 99,47 108,5 105,9 86,73 94,99 99,04 93,48 92,25 

Std. Deviation 
0,0 12,91 10,07 9,77 7,50 9,66 8,89 7,13 3,09 4,82 

Std. Error of Mean 
0,0 6,45 4,11 4,37 3,06 3,94 3,63 3,57 1,38 1,97 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 



109 
 

 
 

 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 3h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 
100, 

88,05 93,83 102,11 90,78 118,29 96,95 91,44 81,51 90,60 

 
100, 

79,71 115,01 98,82 105,76 101,12 108,69 101,87 108,17 111,97 

 
100, 

73,83 107,88 115,27 100,29 111,09 100,45 118,17 107,00 121,45 

 
100, 

105,08 99,25 82,95 86,57 106,84 104,71 124,33 116,29 125,71 

 
100, 

106,41 97,89 109,23 129,42 122,99 103,90 101,12 117,79 128,34 

 
100, 

111,35 94,52 72,40 106,05 151,61  117,61 119,61 84,07 

Mean 
100,0 93,23 99,10 97,63 105,5 119,2 102,9 109,1 108,4 110,8 

Std. Deviation 
0,0 13,64 9,743 14,97 14,23 15,83 4,45 12,76 14,15 17,20 

Std. Error of Mean 
0,0 4,82 3,68 5,66 5,03 5,60 1,99 5,21 5,78 6,50 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 6h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 

100 89,70 57,07 102,73 90,38 71,75 82,54 102,83 102,29 122,47 

 

100 85,96 106,31 110,30 102,15 100,34 71,36 84,50 77,11 98,55 

 

100 98,32 89,39 97,15 112,00 78,65 67,92 108,49 96,66 104,13 

 

100 89,28 108,45 110,52 106,55 95,49 94,31 83,38 106,17 98,00 

 

100 108,82 114,10 114,78 97,85 116,92 98,06 98,12 107,08 92,69 

 

100 106,36 104,06 115,12 97,34 113,14 94,69 102,38 105,55 89,11 

Mean 
100 102,1 101,5 106,3 95,92 97,95 86,87 95,33 101,4 102,9 

Std. Deviation 
0,0 14,01 20,10 7,28 11,62 16,64 11,69 9,78 10,71 10,84 

Std. Error of Mean 
0,0 4,95 7,11 2,57 4,11 5,88 4,13 3,46 3,79 3,83 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 



110 
 

 
 

 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 12h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 

100 95,25 90,91 99,26 123,02 113,64 115,48 116,72 120,03 115,73 

 

100 95,70 95,11 89,98 125,02 111,94 113,14 117,75 125,94 118,51 

 

100 96,59 89,33 91,17 117,77 108,61 108,17 118,60 124,91 122,71 

 

100 96,73 88,96 89,26 118,25 114,11 104,13 117,09 115,68 125,66 

 

100  87,55 83,12  108,10  118,24 117,18 120,59 

 

100  94,21      111,92 107,37 

Mean 
100 96,07 91,01 90,56 121,0 111,3 110,2 117,7 119,3 118,4 

Std. Deviation 
0,0 0,71 3,03 5,78 3,57 2,80 5,08 0,78 5,44 6,40 

Std. Error of Mean 
0,0 0,35 1,24 2,58 1,78 1,25 2,54 0,35 2,22 2,61 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 24h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 

100 84,95 76,20 77,03 86,61 64,95 65,86 73,41 70,48 78,57 

 

100 99,75 96,08 89,91 74,90 72,35 67,61 72,58 75,20 79,71 

 

100 101,45 97,44 99,72 89,86 76,21 75,00 71,72 76,04 85,93 

 

100 102,08 102,39 106,96 93,10 75,71 77,49 75,69 72,03 86,67 

 

100 108,74 103,52 97,82 92,71 78,33 77,43 82,91 76,71 86,22 

 

100 108,16 98,50 103,22 98,26 74,96 76,82 78,92  90,83 

Mean 
100 100,3 95,30 97,86 92,89 73,22 75,08 76,50 76,42 86,15 

Std. Deviation 
0,0 7,51 8,96 10,13 9,57 4,15 5,50 4,45 4,55 4,84 

Std. Error of Mean 
0,0 2,66 3,17 3,58 3,38 1,47 1,94 1,57 1,72 1,71 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 



111 
 

 
 

 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 48h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 

100 96,36 87,72 72,02 87,02 82,75 75,58 81,73 60,84 57,65 

 

100 116,32 111,45 103,46 83,52 88,59 86,56 78,84 77,35 78,76 

 

100 109,92 113,96 107,48 80,50 77,49 75,14 82,57 73,41 85,03 

 

100 118,08 96,86 76,62 110,74 72,90 82,46 81,62 70,45 87,52 

 

100 124,99 111,10 77,69 86,84 85,92 74,58 81,57 63,25 79,11 

 

100 90,28 100,54  113,44 77,28 95,42 62,44 60,99 85,11 

Mean 
100 109,3 103,6 87,45 93,68 79,36 78,08 78,13 66,97 79,53 

Std. Deviation 
0,0 13,43 10,32 16,64 14,49 6,661 9,930 7,789 6,688 10,17 

Std. Error of Mean 
0,0 5,48 4,21 7,44 5,91 2,52 3,51 3,18 2,53 3,84 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 Taxa de metabolismo mitocondrial 72h 

 
C CE C1nM C10nM C100nM L LE L1nM L10nM L100nM 

 

100 96,70 86,59 108,71 90,78 68,20 67,34 60,27 54,49 54,70 

 

100 115,63 107,40 112,65 97,85 61,34 74,30 64,22 63,28 65,38 

 

100 107,10 102,11 104,83 87,36 71,86 77,17 76,11 75,26 71,35 

 

100 104,62 101,58 106,00 88,42 73,18 79,57 72,22 64,02 75,12 

 

100 111,34 98,56 98,99 91,33 69,74 81,25 69,30 69,44 76,13 

 

100 92,62 81,37 105,02 93,82 82,24 63,28 63,86 71,78 76,05 

Mean 
100 102,5 91,69 103,9 90,22 71,79 73,78 64,68 66,05 71,37 

Std. Deviation 
0,0 8,61 14,28 5,75 4,48 6,06 6,87 7,92 6,35 7,84 

Std. Error of Mean 
0,0 3,04 5,05 2,03 1,58 2,14 2,43 2,80 2,24 2,77 

Abreviações: C: grupo controle; CE: grupo tratado com veículo (etanol 1%); C 1 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (1 nM); C 10 nM: grupo tratado com colecalciferol (10 nM); C 100 nM: grupo tratado com 
colecalciferol (100 nM); LPS: grupo estimulado com lipopolissacarídeo (100 ng/mL); LE: grupo estimulado 
com lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); L1: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); L10: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (10 nM) e L100: grupo estimulado com 
lipopolissacarídeo (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (100 nM). 
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Citocina 
(pg/mL) 

T
Tempo 

Controle 
Controle +100 nM 

Colecalciferol 
LPS 

LPS +100 nM 
Colecalciferol 

Média EPM n Média EPM n Média EPM n Média EPM n 

TNF-α 

3 horas 464,8 42,21 6 440,8 70,89 6 4826,0 463,4 6 4039,0 462,2 6 

6 horas 538,8 48,35 6 511,2 81,64 6 3167,0 81,72 6 2981,0 148,7 6 

12 horas 566,6 63,69 6 553,3 28,56 6 2958,0 258,9 6 2974,0 246,7 6 

24 horas 372,6 73,61 6 419,8 50,91 6 2861,0 84,41 6 2871,0 131,2 6 

IL-6 

3 horas 0,90 0,46 5 0,25 0,44 6 270 9 6 203,40 339,30 6 

6 horas 2,92 1,21 6 2,19 0,73 6 1719 55 6 1326 260,70 6 

12 horas 9,87 4,40 6 5,18 5,09 6 1652 11 6 1755 196,80 6 

24 horas 9,05 3,87 4 3,80 2,80 4 2100 15 6 1802 274,00 6 

IL-1β 

3 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 4,50 2,97 6 0,00 0,000 6 

6 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 73,80 9,24 6 54,20 9,891 6 

12 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 215,90 31,55 6 247,60 60,920 6 

24 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 164,10 31,63 6 11,41 6,646 6 

IL-10 

3 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 

6 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 

12 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 29,31 5,59 6 11,79 2,14 6 

24 horas 0,00 0,00 6 0,00 0,00 6 160,50 10,60 6 97,85 16,58 6 

NO 

3 horas 1,81 0,10 6 1,79 0,22 6 1,70 0,05 6 1,74 0,06 6 

6 horas 1,67 0,21 6 1,66 0,15 6 1,97 0,08 6 2,50 0,22 6 

12 horas 1,55 0,06 6 1,24 0,07 6 2,76 0,20 6 1,73 0,10 6 

24 horas 2,45 0,08 6 2,25 0,08 6 7,93 0,27 6 4,24 0,30 6 
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Membrana representativa das proteínas β-actina e CYP27A1. As figuras representam as 
membranas marcadas pelas bandas das proteínas β-actina (A) e CYP27A1 (B) presentes em 
lisados de fígado obtidas pela técnica de western blotting (Fig.14J). As colunas representam: 1: 
marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder – Thermo 
Scientific; 2: grupo controle; 3: grupo tratado com colecalciferol; 4: grupo diabético; 5: grupo 
diabético tratado com colecalciferol; 6: grupo diabético tratado com insulina; 7: grupo diabético 
tratado com colecalciferol e insulina. 

 

Membrana representativa das proteínas β-actina e iNOS. As figuras representam as 
membranas marcadas pelas bandas das proteínas β-actina (A) e iNOS (B)presentes em 
lisados de células RAW 264.7 obtidas pela técnica de western blotting (Fig.17A). As colunas 
representam: 1: marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder – 
Thermo Scientific; 2: grupo controle; 3: grupo tratado com colecalciferol (100 nM); 4: grupo 
estimulado pelo LPS (100 ng/mL); 5: grupo estimulado pelo LPS e tratado com colecalciferol 
(100 nM). 

A B 

1   2   3   4   5    6   7 1   2    3    4    5    6   7 

CYP27A1 (60KDa) 
β-actina  (42KDa) 
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Membrana representativa das proteínas GAPDH e ERK1/2 (p42 e p44). A figura representa 
a membrana marcada com as bandas das proteínas p42, p44 e GAPDH presentes em lisados 
de células RAW 264.7 obtidas pela técnica de western blotting (Fig.18). As colunas 
representam: 1: marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder – 
Thermo Scientific; 2: grupo controle; 3: grupo estimulado pelo LPS (100 ng/mL); 4: grupo 
estimulado pelo LPS (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); 5: grupo estimulado pelo 
LPS (100 ng/mL)e tratado com colecalciferol (1 nM); 6: grupo estimulado pelo LPS e tratado 
com colecalciferol (10 nM); 7: grupo estimulado pelo LPS e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 

 

Membrana representativa das proteínas β-actina e CYP27A1. A figura representa a 
membrana marcada com as bandas das proteínas β-actina e CYP27A1 presentes em lisados 
de células RAW 264.7 obtidas pela técnica de western blotting (Fig.19A). As colunas 
representam: 1: marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder – 
Thermo Scientific; 2: grupo controle; 3: grupo estimulado pelo LPS (100 ng/mL); 4: grupo 
estimulado pelo LPS (100 ng/mL) e tratado com veículo (etanol 1%); 5: grupo estimulado pelo 
LPS (100 ng/mL) e tratado com colecalciferol (1 nM); 6: grupo estimulado pelo LPS e tratado 
com colecalciferol (10 nM); 7: grupo estimulado pelo LPS e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 

   1    2   3   4  5  6   7 

p44 (44KDa) 
p42 (42KDa) 

GAPDH (37KDa) 
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Membrana representativa das proteínas β-actina e CYP27B1. A figura representa a membrana 

marcada com as bandas das proteínas β-actina e CYP27B1 presentes em lisados de células RAW 

264.7 obtidas pela técnica de western blotting (Fig.19B). As colunas representam: 1: marcador de 

peso molecular Spectra Multicolor Broad Range ProteinLadder – ThermoScientific; 2: grupo 

controle; 3: grupo estimulado pelo LPS (100 ng/mL); 4: grupo estimulado pelo LPS (100 ng/mL) e 

tratado com veículo (etanol 1%); 5: grupo estimulado pelo LPS (100 ng/mL) e tratado com 

colecalciferol (1 nM); 6: grupo estimulado pelo LPS e tratado com colecalciferol (10 nM); 7: grupo 

estimulado pelo LPS e tratado com colecalciferol (100 nM). 

 


